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1. INTRODUCCION
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1.1. INTRODUCCION
Con el descubrimiento del oAMP (3',5'-monofosfato de 
adenosina) por Rail y Sutherland (1-3) en 1957 se abriô una nue- 
va era dentro de la bioqulmica modem a: "la bioqulmica del segun 
do mensajero". Un concepto que en apenas 20 ahos ha esclarecido 
fund amen t almen t e la comprensiôn de la compleja regulaciôn del me 
tabolismo celular. Con el hallazgo de este "extraho" nucleotido 
se dio soluciôn a un antiguo problema, ^cômo podla una hormona po 
lipeptldica transmitir su mensaje al interior de la célula sin 
atravesar la membrana?. Ya en los primeros experimentos se apre- 
ciô la existencia de una estrecha correlacciôn entre la estimula 
ciôn por epinefrina y glucagôn y la apariciôn de cAMP en el medio 
Con el descubrimiento en 1962 de la enzima responsable de la bio 
slntesis del nucleotido adenilato ciclasa (ATP pirofosfato-lia- 
sa ciclante, EC 4.6.1.1) (4-7) y la demostraciôn de su regulaciôn 
"in vitro" por hormonas y neurotransmisores se cerrô todo un ca­
pitule de especulaciones y teorias en el campo de la regulaciôn 
endocrina. Un segundo nucleotido ciclico, el cGMP (3',5'-monofos 
fato de guanosina), fue detectado en 1963 por Ashman y col (8) 
en la orina de rata. Igual que con el anterior, las especulacio­
nes acerca de su verdadera implicaciôn en el metabolismo celular 
no césaron hasta que se confirmé en 1969 la existencia de una en 
ziraa capaz de biosintetizarlo (9-12), la guanilato ciclasa (GTP- 
-pirofosfato-liasa ciclante EC 4.6.I.2.).
El grupo de Bloch (16) esta trabajando para sentar las 
bases de la presencia en la célula de un nuevo nucleotido cicli­
co, el cCMP (3',5'-monofosfato de citidina), presencia que ha si 
do detectada por r adi o inmuno en s ayo (17) y en parte confirmado por 
la caracterizaciôn previa de una enzima con actividad de citidi 
lato ciclasa (CTP pirofosfato-liasa ciclante EC 4.6.1.3) (18).
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La presencia en el medio de otros nucleotidos y la ba- 
ja proporciôn de los nucleotidos clclicos, ha venido condionando 
estos estudios a la disponibilidad de métodos sensibles y résolu 
tivos como las técnicas de radioinmunoensayo (13) competencia de 
uniôn especîfica (14), y procesos de separaciôn cromatogrâfica 
(15).
Los trabajos encaminados a la detecciôn, purificaciôn 
y caracterizaciôn de las proteina quinasas y fosfodiesterasas de 
pendientes de cAMP y cGMP, asl como de protelnas que los unen se 
lectivamente,completan el esquema metabôlico del que son partiel 
pes estos nucleotidos.
A este, ya de por si, complejo sistema se ha sumado en 
los ûltimos ahos un nuevo elemento, el calcio, cuya importancia 
como segundo mensajero ha planteado ya serios problemas a la ho- 
ra de juzgar su relaciôn con ambos nucleotidos.
En los capltulos que a continuaciôn se desarrollan se 
expondrân las caracteristicas mâs sobresalientes de las enzimas 
encargadas de la bioslntesis del cAMP y cGMP, haciendo especial 
hincapié en los aspectos que atahen a su regulaciôn.
1.2, ADENILATO CICLASA
1.2.1. DISTRIBUCION
El oAMP y la adenilato ciclasa se encuentran ampliamen 
te distribuidos en la naturaleza y asl es posible encontrarlos 
en todo el reino-animal (19), tanto vertebrados como invertebra- 
dos, protozoos (20, 21), hongos (22, 23), levaduras (24, 25) y 
bacterias (26). Si en estos seres vivos nadie discute la presen­
cia tanto del cAMP como de la adenilato ciclasa, no ocurre asl 
con las denominadas plantas superiores, donde todavla hoy se dis, 
cute la validez de los métodos utilizados para detectar tanto la
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presencia del cAMP como la de las enzimas implicadas en su metabo 
lismo (27-29).
En casi todos los tejidos y células de mamlferos hasta 
ahora estudiados se ha demostrado la presencia del cAMP y de àde- 
nilato ciclasa, con excepciôn de algunos eritrocitos (4) y algunas 
lineas celulares (30, 31). Evidentemente, cada tejido mantiene i. 
unas caracteristicas propias relativas a su actividad basai. Mâs 
aûn, cada célula posee un espectro distinto de respuesta homonal.
Desde los primeros estudios (4), la actividad de adeni­
lato ciclasa se observé estrechamente asociada a la fracciôn sedi 
mentable de los tejidos homogeneizados. Rodbell (32) fue el prime 
ro que estableciô que la actividad de algunas hormonas era refle- 
jo de la respuesta de la adenilato ciclasa a las mismas en membra 
nas plasmâticas de adipocitos. Estas preparaciones no estaban con 
taminadas con otras estructuras y se pudo concluir que la enzima 
estaba asociada a las membranas. En apoyo de este hecho Wolff y  
Jones (33) observeron en membranas de tiroides bovino, que la ade­
nilato ciclasa copurifica con la (Na^-K^)ATPasa y 5'-nucleotidasa 
enzimas admitidas como marcadores de membrana.
En cerebro, la actividad mâs elevada se eneuentra aso­
ciada a las fracciones ricas en sinaptosomas (34).
En bacterias también se eneuentra la enzima asociada a 
la membrana pero la uniôn no parece ser excesivamente fuerte, ya 
que en rauchas ocasiones ha sido posible solubilizarla sôlo por tra 
tamiento con soluciones tampôn (26). En este mismo caso se puede 
encontrar la enzima soluble de testiculo de rata (35).
Aunque, en general, se admite que la enzima se halla 
unida a la membrana plasmâtica (36) no falta quien afirma que tam 
bién puede hallarse asociada a otras estructuras membranesas co­
mo sistema T (37), nûcleos (38, 39) y mitocondrias (40-43). Sin 
embargo, estos resultados son dudosos, ya que es dificil precisar
_  5 —  ’
si la actividad se debe a una contaminaciôn parcial con restos de 
membrana plasmâtica.
1.2.2. EL COMPONENTE CATALITICO Y SU ACTIVIDAD
La conversiôn enzimâtica del ATP en cAMP se describiô 
por primera vez; en detalle, en una serie de trabajos de Suther­
land y col (4-7) en 1962. La enzima requiere ATP y para ex­
presar su actividad.
La reacciôn impliea la conversiôn de una molécula de 
ATP, probablemente como complejo ATP-Mg, en una molécula de cAMP 
y otra de pirofosfato. La constante de equilibrio calculada es me 
nor que la unidad. Esto, entre otras cosas, significa que la reaç 
ciôn catalizada por la adenilato ciclasa puede ser reversible, y 
de hecho ha sido demostrado por varios investigadores (44-47). 
Aunque como han propuesto Hayaishi y col (45) en condiciones fi- 
siolôgicas las concentraciones de cAMP, ATP y PPi hacen imposible 
la reacciôn inversa.
Los estudios mâs completos acerca de los parâmetros ca- 
tallticos de la enzima han sido realizados por Kurashina y col 
(48) con la enzima de Brevibacterium liquefaciens previamente pu- 
rificada hasta homogeneidad (49). Segûn dichos autores el valor 
de la energla libre estandar (4G° ) para la conversiôn del ATP en 
cAMP y PPi, a 25°C y en presencia de 5 mM de Mg^^, varia de 0.8-2.1 
kcal mol  ^ en el intervalo de pH 7.7-6.2. Los valores de entropla 
y entalpla son:
pH (Kcal/mol) S°(u.e)
7.0 4.8 10.7
7.3 5.0 12.4
Otros parâmetros obtenidos a 25°C y pH 7.3 son 
0.074 mM y Vmax de la reacciôn directa, 1.64 fimol min mg ; Kppi 
2.0 mM; KcAMP 9.3 mM y Vmax para la reacciôn inversa 1.7 umoles
—  1 — 1
m m  mg
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A partir de estos datos se puede estimar que la energla
libre de hidrôlisis (a G° ) a pH 7.5 y 25°C del enlace 3'-ester
— 1 ' o'
del cAMP es de -11.6 Kcal mol , siendo el valor de a H -8.7 Kcal
mol ^. Sin embargo, segûn Greengard y col (50) este valor medido
-1
calorimetricamente es -14.1 Kcal mol . Basado en esta elevada 
energla libre de hidrôlisis se sugiriô en su dla que él cAMP podrla 
servir como agente adenilante de las protelnas (44).
El pH ôptimo de la actividad enzimâtica para la reacciôn 
directa estâ comprendido entre 7 y 9, y para la reacciôn inversa 
entre 6.8 y 7.3.
La adenilato ciclasa de Brevibacterium liquefaciens. pue 
de utilizar como sustrato -ademâs del ATP- el dATP y otros sustra- 
tos sintéticos como App(NH)p y App(CH^)p, los cuales tienen la ven 
taja de no ser metabolizados por las ATPasas, lo que les hace muy 
ûtiles cuando èstas actividades son muy altas en el tejido o sis­
tema de que se trate. Es de destacar aqui que la velocidad mâs al 
ta se consi'gue con el dATP y no con el ATP, aunque por supuesto, 
ambas son muy parecidas.
Esta enzima bacteriana puede funcionar indistintamente 
con Mg^^ y Mn^^ como metales mâs importantes, si bien, Co^^, Zn^^
Ba Cd^^ y Fe^^ pueden satisfacer, aunque en menor raedida, los 
requerimientos catallticos. Ahora bien, en general, en lo que re^ 
pecta a los cationes son Mg^^, Mn^^ y Co^^ los que püeden dar 
euenta de la actividad enzimâtica, en tanto que Ca^^, Zn^^ y Cu^^ 
son inhibidores (51).
La concentraciôn del metal ha de ser siempre superior a 
la del ATP, ya que se ha comprobado que cuando esto no ocurre, 
el ATP se comporta como inhibidor (51 ); hecho que ha dado origen 
a algunas teorias que mâs adelante se discutirân al tratar de la 
activàciôn por metales.
Los datos obtenidos en otros sistemas no purificados 
estân condicionados por las perturbaciones del entorno y las con
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diciones propias del tejido y del ensayo utilizado..
En cuanto a las caracteristicas estructurales de este
componente catalxtico hay que hacer clara distinciôn de su proce
cencia y asl coraentaremos por separado sus propiedades en euca- 
riontes y procariontes.
En procariontes, y en particular en Brevibacterium li­
quefaciens (49) se ha podido determinar su composicion de amino- 
âcidos y su estructura que parecer ser la de un dxmero de 92400 
D con un peso molecular estimado por subunidad de 46 000 D me- 
diante electroforesis. en presencia de SDS al 0.1 % . E l  dxmero 
es altamente asimétrico presentando u:.i valor de f/f^ de 1.6, lo 
cual puede explicar que en cromatografla de penetrabilidad el pe 
so molecular aparente sea de 17 5 000 D.
En lo referente al componente catalltico, los datos de
que se dispone en eucariontes son pocos, ya que, al contrario 
de los que ocurre en la enzima de bacterias, la proteina se en- 
cuentra integrada fuertemente en la membrana y es necesario su 
solubilizaciôn previa con detergentes, lo que contribuye a su 
inestabilidad y mayor dificultad de purificaciôn. Como ha sido se 
halado por Ross y Gilman (52), la preparaciôn del componente cata 
lltico mejor caracterizada ha sido la obtenida a partir de un ex­
tracto de Lubrol 12A9 de membranas de células cyc 349. Segûn estos 
autores el peso molecular de la misma es de 1.9 x 10^ D. Una técni 
ca raâs modem a denominada anâlisis por radiodesactivaciôn puesta 
a punto por Kempner y Schlegel (53) ha dado como resultado un pe­
so molecular de 1.5 x 10^ D para la enzima de hlgado (54). Las pro 
piedades de las enzimas caracterizadas hasta ahora se reunen en
(52).
En cuanto a la composiciôn de subunidades se conoce muy 
pocc. Los datos mâs interesantes al respecto han sido aportados 
por Stellwagen y Baker (55), los cuales tras purificaciôn de la
enzima de cerebro de bovino por cromatografla de afinidad y DEAE- 
celulosa otorgan a la misma un peso molecular de 1.14 x 10^ D. La 
electroforesis en SDS permite asignar a la enzima una estructura 
a base de ocho subunidades de 16 000 D.
Un caso excepcional lo constituye la adenilato ciclasa 
de testiculo de rata, descrita por primera vez por Braun y Dods 
(35), la cual es la ânica enzima soluble de eucariontes que se co 
noce y a la que Neer (56) asigna un peso molecular de 56 000 D, 
semejante al de la subunidad de Brevibacterium liquefaciens. En 
la misma zona de peso molecular se eneuentra una de las enzimas 
solubilizadas de médula renal de rata cuyo peso molecular es de 
38 000 D, aunque, no puede descartarse un origen proteolltico a 
partir de la otra especie présente en el tejido, de peso molecu­
lar superior (56).
Hoy se admite que el componente catalltico aislado es 
dependiente de Mn^^ (52, 56) en lugar de Mg^^, requerimiento que 
se manifiesta de forma absoluta en la enzima soluble de testicu­
lo de rata (35). Ahora bien, los requerimientos varlan cuando la 
enzima se en eu en tra integrada en la membrana.
La actividad de adenilato ciclasa es sensible a distin 
tas protèasas y a réactives que bloquean los grupos sulfhidrilo 
(58), lo que supone que algûn residue de cistelna es importante 
para la actividad catalltica. Algiin otro residue de cistelna de­
be ser fundamental para el acoplamiento con el componente régula 
dor, ya que la N-etilmaleimida élimina la posibilidad de recons- 
tituciôn a una concentraciôn diez veces inferior a la que inhibe 
la catâlisis.
Por ùltimo, hay que destacar la posibilidad de encon- 
. trar otra actividad de adenilato ciclasa dependiente de Mn^^, 
descubierta por Mittal y Murad (60), los cuales observaron que 
la guanilato ciclasa bajo determinadas condiciones podla utili-
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zar el ATP como un sustrato alternativo para Formar cAMP.
1.2.3. REGULACION POR CATIONES DIVALENTES
Numerosos estudios han demostrado que tanto el co
mo el Mn^^ desempehan un papel esencial en la formaciôn del cAMP. 
Todos los autores estân de acuerdo en que el y el ATP Forman
un complejo Mg-ATP^ que constituye el sustrato.La mayor actividad 
en presencia de concentraciones de catiôn muy superiores a las 
que cabrla esperar para la formaciôn de los complejos con el ATP 
ha dado origen a multiples interpretaciones.
Algunos autores (51, 61, 62, 64) postulan que los catio 
nes divalentes activan la enzima a través de un sitio alostérico 
especlfico para los mismos en tanto que otros (65-69) atribuyen 
al Mg^^ la desinhibiciôn de la enzima por formaciôn de un comple­
jo con el agente inhibidor ATPH^ ; sostienen estos ûltimos que 
tanto la actividad basai como la actividad estimulada por hormo­
nas o GppNHp podlan alcanzar sus niveles mâximos evitando la lo- 
calizaciôn del ATP protonado en el centro catalltico. También se 
habla demostrado que la activaciôn por GppNHp era especialmente 
susceptible a la inhibiciôn por ATPH^ , el cual retardarla la 
transiciôn hacia el estado de mâxima actividad promovida por el 
GppNHp que, sin embargo, se verla favorecida con la eliminaciôn 
del ATPH^ en presencia de Mg^^ (70, 71).
Planteada la cuestiôn de la existencia de un centro de
uniôn del metal, distinto del centro catalltico, son muchos los
trabajos que ultimamente hem pretendido esclarecer este problema
2+ 2+
Un hecho establecido es que Mn y Mg no exhiben la misma po- 
tencia a la hora de activar la enzima, siendo el Mn^^ por lo ge­
neral, el activador mâs potente. Sin embargo, las constantes de 
estabilidad de los complejos que pueden originar con el ATP o 
sus formas protonadas son muy similares y en ningûn caso parece
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que pud1eran dar euenta de la diferencia de potencia observada. 
Estas y otras observaciones tlenden a soportar la hipôtesis de 
la existencia de un sitio alostérico para los metales (72-74). 
Ahora bien, la localizaciôn de este "sitio metâlico" sigue sien 
do una incôgnita aunque son muchos los trabajos llevados a cabo 
a tal efecto (75, 76); en este sentido prevalece la idea de su 
localizaciôn en el componente regulador para GTP (7 2, 77, 78).
El papel del Ca^^ en la actividad de la enzima serâ 
considerado de forma independiente mâs adelante por sus impliea 
ciones como agente regulador.
Como conclusiôn se puede actualmente afirmar que apar 
te de su participaciôn en la formaciôn del sustrato y la posi­
ble intervenciôn en la eliminaciôn del inhibidor nucleotldico
(ATPH^ ), tanto el Mg^^ como el y posiblemente, aunque en
2+
menor medida, el Co , ocupan un lugar destacado entre los efeç 
tores alostéricos de la enzima.
1.2.4. REGULACION POR CALCIO
La adenilato ciclasa de una gran variedad de tejidos 
se inhibe fuertemente por bajas concentraciones de calcio (79- 
81). En general, esta inhibiciôn por calcio es mâs évidente en 
la enzima activada por Mg^^ que en la enzima activâda por 
(74, 80) y procédé de una forma no competitiva, independiente 
del estiraulante empleado y de la concentraciôn de ATP y cationes 
usados en los ensayos (74). Aunque sin confirmaciôn, se especula 
que el mecanismo de inhibiciôn por calcio en estos tejidos, afeç 
ta directa o indirectamente al postulado sitio alostérico de 
uniôn para los metales (74).
A pesar de esto, exist!an sérias dudas de que el com- 
portamiento del Ca^^ fuera siempre idéntico, ya que. Bradham y 
col (83) habxan encontrado que el EGTA, a bajas concentraciones.
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podia ejercer un fuerte efecto inhibidor sobre la adenilato ci-
clasa, que era revertido por adiciôn de Ca^^ (88); de lo que se 
2 +
deduce que el Ca a bajas conoentraciones deberia ser un ele-
mento esencial para la expresiôn de la actividad. Si bien, que
daban algunas objeciones al respecte, ya que, la reversiôn de
la inhibiciôn por EGTA la podian ejercer tanto el Ca^^ corao el
. La aparente contradicciôn entre unos y otros resultados
parece hoy en dia resuelta, ya que este efecto activador del Ca^^
ha sido posible demostrarlo de forma directa, pero parece limi-
tado a un nùmero especifico de tejidos y células como son el te
jido cerebral (83-86), la linea celular de glioma (C-6) (87) y
las células de neuroblastoma humano (91). En estos casos se ob-
2+
serva siempre un efecto bifâsico de respuesta al Ca , activa- 
ciôn a bajas conoentraciones e inhibiciôn altas conoentraciones.
Al esclarecimiento de como se lleva a cabo el proceso 
activador a bajas conoentraciones de Ca^^ han contribuido de for 
ma notable los trabajos de Brqstrom y col (85) y los de Cheung 
y col (90) estableciendo que la activaciôn estaba mediada por 
una calmodulina (proteina CDR, proteina reguladora dependiente 
de Ca^^). Posteriormente esta adenilato ciclasa dependiente de 
calmodulina ha sido observada en todas las regiones del cerebro 
(91).
Los primeros estudios realizados en preparaciones de. 
enzimas dispersadas por detergentes habian monstrado que la ac-
ciôn de la calmodulina dependia de la presencia de concentra-
2+ 2+ 
ciones micromolares de Ca . La acciôn conjunta del Ca y la
calmodulina tr.asformaba la enzima en un a forma mâs resistente
a la inactivaciôn térmica (92). Esto sugeria que el mecanismo
de activaciôn de la adenilato ciclasa por Ca^^ y calmodulina
era similar al de la activaciôn de la fosfodiesterasa y al mi_s
mo tiempo venia a confirmar la hipôtesis de que ambas calmoduli
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nas eran idéntiicas.
Ca^^ + calmodulina (inactiva) calmodulina (activa)
Ca^^- calmodulina + adenilato ciclasa Ca^^-calmodulina-adenila
(activa) (poco activa) to ciclasa^ (muy activa)
En reciantes estudios se ha observado que las prepara­
ciones particuladas de adenilato ciclasa, libres de calmodulina 
endôgena por sucesivos lavados con agentes quelantes, muestran 
un requerimiento de Ca^^ y calmodulina similar al de las prepa­
raciones solubles (87, 93, 94), si bien, parecen monstrar una
2+ 2+
mayor complejidad de interacciôn entre Ca , Mg y calmodulina, 
Brostom y col (93) han sugerido que la actividad ba­
sai de adenilato ciclasa independiente de calmôdulina représen­
ta un componente diferente, mâs que una actividad basai de ade­
nilato ciclasa dependiente de calmodulina, ya que la incubaciôn 
de una preparaciôn particulada de cortex de cerebro de rata a 
37°C durante una hora en presencia de calcio y calmodulina con­
duce a una desactivaciôn preferencial de la actividad indepen­
diente de calmodulina. Mientras que, la enzima sin tratar se ac­
tiva de 4 a 6 vecés por Ca^^ y calmodulina, la enzima tratada se 
activa de 10 a 30 veces (94).
En la misma medida que la fosfodiesterasa, la adenila­
to ciclasa dependiente de calmodulina, necesita la presencia de 
Ca^^ y de Mg^^ para manifestar su actividad; el Ca^^ para unir- 
se a la calmodulina y el Mg^^ para la actividad catalitica. Co-
2+ 2f
mo se ha observado que el Ca y el Mg prèsentan un comporta- 
miento bifâsico activaciôn-inhibiciôn, se ha intentado expiicar 
el efecto, en base a la competencia del Mg^^ y del Ca^^ por los 
sitios respectivos de uniôn a la calmodulina. A este respecte, 
se cree que la calmodulina posee cuatro sitios de uniôn para el
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(95, 96), très de los cuales serlan sitios de alta afinidad 
(clase a ) y el otros de baja afinidad (clase B). La activaciôn e 
inhibiciôn provocada por el Ca^^ séria debida a la ocupaciôn de 
los sitios de alta afinidad y de baja afinidad respectivamente, 
mientras que la inhibiciôn por se deberia a la ocupaciôn
por éste de los sitios de alta afinidad.
A baja concentraciôn de calcio:
3 Ca^^ + ^^3A^^1b'"^  ^+ 3 Mg^ "^
'"^3A^^1B*"^^ ^'"INACTIVA " ‘"^3A^^1B^'^^ “ ACTIVA
A alta concentraciôn de calcio:
^^3A^^^1B™ ^ INACTIVA " ^^3A^^1B^^ “ ^^INACTIVA
Quedan, s in embargo, por decidir si los sitios se dis.
tribuyen 3A1B, 2A2B, 1A3B, 4A o incluso si sôlo habia 2A o 2B 
(95).
A todo esto se puede ahadir que el efecto inhibidor de 
2+ 2+
altas conoentraciones de Ca y Mg se observa en sistemas no 
regulables por calmodulina y que por lo tanto es mâs probable que 
sean los mismos mecanismos los que regulen el comportamiento de 
la enzima en ambos sistemas, tal vez a travês del postulado si-
tio metâlico de la enzima.
En otro aspecto, hemos de recordar que la activaciôn 
por NaF, epinefrina, dopamina, GTP y toxina colérica de la ade­
nilato ciclasa dependiente de calmodulina, es total o parcial-i 
mente dependiente de la presencia de Ca^^ y calmodulina (95, 96) 
si bien, otros investigadores piensan que los efectos son inde- 
pendientes, ya que son aditivos (91). Esto puede ser muy dificil
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si se admite la posibilidad de que existan dos tipos de adenila­
to ciclasa en la misma preparaciôn, uno dependiente y otro inde 
pendiente de Ca^^ y calmodulina.
Por âltimo, Cheung y col (91) ahaden una nueva compli- 
caciôn al sistema al detectar la presencia de una proteina inhi- 
bidora de adenilato ciclasa y de fosfodiesterasa en cerebro, de 
peso molecular 80 000 D y que parece simileir al inhibidor de fos, 
fodiesterasa descrito por Wang y Desai (97, 98). Todavla no se 
conoce eual puede ser la funciôn de esta proteina y si posee o 
no actividad enzimâtica, pero parece que el mecanismo de inhi­
biciôn estâ relacionado con la activaciôn por calmodulinas como 
se muestra en el siguiente esquema:
A: Proteina activadora (calmodulina)
I: Proteina inhibidora 
E: Eiazima (AC ô PDE)
1.2.5. REGULACION POR F~
En las primeras investigaciones con los nucleotidos cl 
clicos se encontrô que el NaF se comportaba como un activador de 
la bioslntesis del cAMP por la adenilato ciclasa (2,4). Posterior 
mente se ha visto que en todas las fuentes estudiadas, con algu­
nas excepciones, el fluorure se comporta como un activador. En­
tre las bacterias que no responden al fluorure se eneuentran el 
Brevibacterium liquefaciens (99) y la Tetrah'/mena pvriformis (lOO)
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aunque si lo hace el Streptococcus salivarius (47). La Neuroes- 
pora crassa responde al glucagôn pero no responde al fluoruro 
(102). Tampoco responde al fluoruro la adenilato ciclasa soluble 
de testicule de rata (35) y la enzima de esperma de tore (122)
También se vio desde un principio que el fluoruro no 
causa acumulaciôn de cAMP en preparaciones de células intactas y 
po elle se supone que es incapaz de activar la adenilato ciclasa 
"in vivo " (103), contando con su capacidad de entrada en las cé 
lulas intactas (107). Por lo tanto, parece razonable considerar 
que el proceso de fragmentaciôn de las membranas altera el siste 
ma enzimâtico haciéndolo susceptible a la activaciôn por NaF. El 
mecanismo de acciôn permanece aûn desconocido, aunque son rauchas 
las caracteristicas examinadas en relaciôn a su interacciôn con 
la enzima.
Puesto que la actividad ATPâsica se reduce significati 
vamente por NaF 5-10 mM, se pensé que el mecanismo de activaciôn 
implicaba un proceso de conservaciôn del sustrato. Pero tal supo 
siciôn no es suficiente, pues, incluso, las velocidades inicia- 
les determinadas con altas conoentraciones de ATP se ven incre- 
mentadas y también se observa la activaciôn en presencia de sis­
temas regeneradores de ATP, asl como en preparaciones parcialmen 
te purificadas de adenilato ciclasa solubilizada por detergentes, 
practicamente libres de ATPasa (104).
La magnitud del efecto del NaF, varia marcadamente se- 
giin la procedencia de la enzima (51). Las conoentraciones de mâ- 
xima actividad oscilem habitualmente entre 3 y 15 mM. S in embair- 
go, la concentraciôn ôptima de NaF puede verse influenciada por 
la concentraciôn del Mg^ "*" présente en el ensayo. Asi Birnbaumer 
y col (61)', h an demostrado que en preparaciones de membranas de 
adipocitos se puede revertir la pérdida de actividad a altas con 
centraciones de fluoruro, in cr emen t and o la concentraciôn de Mg^t
- 16 -
Ahora bien, es muy probable que intervengan aqui fenômenos de
complejaciôn diflciles de controlar, ya que, la existeneia de
8 2
compuestos como MgF^ (constante de estabilidad 10 ' ) (105, 116) 
y MgFgPO^ (106, 116) debe ser tenida en cuenta.
En vista a determinar la asociaciôn de la activaciôn 
por F con algûn componente intrlnseco del sistema se ha procedi- 
do en muchos casos a la solubilizaciôn de la enzima con posterior 
determinaciôn del efecto del F . Los resultados han sido, en gene 
ral inciertos, ya que la presencia del detergente puede en parte, 
eliminar los efectos del aniôn. As! Johnson y Sutherland (39) en- 
contraron que la adenilato ciclasa solubilizada de cerebro de ra­
ta, se inhibla ligeramente por F , pero cuando se eliminaba el de 
tergente, la enzima agregada, sedimentaba y volvla a ser activa- 
ble por el aniôn. En otros trabajos, la enzima solubilizada de 
cortex de cerebro de rata no respondiô al F , si bien, un trata- 
miento de la fracciôn particulada con F , previo a la extracciôn 
con detergente, rindiô una enzima soluble que se estimulaba por 
F (123). Los efectos del F en la solubilizaciôn de la enzima se 
ân discutidos con mayor detalle mâs adelante.
La activaciôn de la enzima por NaF en algunos casos no 
es posible revertirla por lavado o diâlisis prolongada de las mem 
branas, pero para ello se hace necesaria la copresencia en la pre 
incubaciôn del catiôn Mg^^ (51, 108). Esto ha motivado que el gru 
po de Najjar (109) haya sugerido la posibilidad de que la regula- 
ciôn por fluoruro se haga en base a un proceso de fosforilaciôn- 
desfosforilaciôn por analogia con el fenômeno encontrado en la 
fosfoglucomutasa, la cual es desfosforilada en presencia de fluo 
ruro originandose un complejo fluorofosfato, lo que provoca una 
activaciôn,permanentemente.de la enzima. Esto lo han reflejado en 
el siguiente esquema.
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ADENILATO CICLASA
FCSFORILADA
(INACTIVA)
F , hormonas, 
fosfoproteînafosfatasas
ATP, Proteina quinasas
ADENILATO CICLASA
DESFOSFORILADA
(ACTIVA)
Aunque existen algunas evidencias que pueden soportar 
este mecanismo, no son muchos los investigadores que apoyan el 
mcdelo.
Rodbell y col. (61,110) han sugerido que el mecanismo 
de estinrulaciôn del F en membranas de adipocitos puede ser ex- 
plicado en base a una reducciôn de la Kdis aparente para el Mg^ .t 
en un hipotético segundo sitio de la enzima. El corolario de es­
ta hipôtesis es que el Mg^^ a altas conoentraciones puede susti- 
tuir al F , y producir una enzima plenamente activa. Todo esto ha 
sido en parte debatido en base a que el Mg^^ en muchos tejidos no 
puede sustituir aiin a altas conoentraciones al efecto estimulador 
del F . Por otra parte, parece que el F no afecta ni a la Km pa­
ra el ATP (111) ni tampoco incrementa la afinidad de la enzima 
per el Mg^^ (62), sino que lo que hace es, sencillamente, incre- 
mentar la Vmâx de la reacciôn. sin embargo, parece évidente que 
el F y el Mg^^ deben interacciônar de alguna manera durante el 
proceso de activaciôn, ya que, la activaciôn por F depende Clara 
mente de_la presencia de Mg^^ como ha sido sehalado con cinteriori 
dad y ademâs, en algunos casos (51), puede efectivamente demostrar 
se, junto con un incremento de la Vmax una disminuciôn de la Kdis 
del Mg^^. D'entro de esta linea no faltan autores como Rosen y col 
( 113) que afirman que la activaciôn afecta a la Km pero no a la 
Vmax. Para completar esta visiôn, Ha'ên (6 5) propone que la acti- 
vaci5n por fluoruro y hor.monas se debe a un decrecimiento en la 
senslbilidad de la enzima a la inhibiciôn por ATP no coraplejado 
con yig^  ^y ademâs no cree que los efectos se puedan deber a la 
presencia de un segundo sitio de uniôn para el métal.
—  18 —
La adenilato ciclasa en muchos tejidos no responde a 
hormonas en presencia de concentraciones mâximas efectivas de NaF 
Como la enzima usualmente alcanza una mayor activaciôn por NaF 
que por hormonas, se ha pensado que el fluoruro causa una expre- 
siôn compléta de la actividad enzimâtica, aunque, por supuesto, 
existen algunas excepciones a esta régla (114, 116). En prépara 
dos de membranas de adipocitos (115) se ha comprobado que la es 
timulaciôn por fluoruro es claratmente dependiente de la tempera 
tura y que no empieza a ser efectiva hasta los 30°C, lo cual ex 
plica que en ciertas circunstancias no se alcance una actividad 
superior, en presencia de F , que en presencia de hormonas. Al 
mismo tiempo, se ha observado que el F aboie la activaciôn por 
hormonas, por un mecanismo independiente de la concentraciôn de 
la hormona, del ATP y del mientras que, la dependencia de
la concentraciôn del ion F para la inhibiciôn es équivalente a 
la de activaciôn. Como en este caso el ensayo se realiza de tal 
forma que la mâxima actividad se consigue con hormonas y no con 
F , no se puede argUir que la enzima se en eu entra en un est ado 
de mâxima activaciôn en presencia de F , para explicar la falta 
de acciôn de las hormonas en presencia del mismo. Como tampoco 
afecta esta inhibiciôn a la capacidad de uniôn de la hormona al 
receptor, parece mâs acertado pensar que el fluoruro intervenga 
en alguno de los pasos de acoplamiento entre el receptor y la 
regiôn catalitica.
Hasta aqui lo que parece évidente es que el F ha de 
actuar en un sitio distinto al receptor hormonal, que podria ser 
el nexo de uniôn entre el receptor y el componente catalitico.
En su apoyo, son muy significativos los experimentos realizados 
con membranas preparadas a partir de células previamente tripsi 
nizadas en las que se observa una pérdida de respuesta hormonal 
sin que se vea afectada la respuesta al F (117). El tratamien-
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to con detergentes o fosfolipasas de preparaciones de membranas 
de adipocitos (113) conduce también a una pérdida selectiva de 
la activaciôn hormonal, sin pérdida de activaciôn por F ,
Son muchos los intentos que se han hecho para tratar 
de identificar el sitio de acciôn del fluoruro. Asi, un intento 
lo constituye la observaciôn de Bradham (118) de la necesidad 
de un factor proteico extraible por detergentes para la compléta 
expresiôn de la activaciôn con F .
Cuatrecasas y col (ll9, 120) han desarrollado una têç 
nica que implica la preparaciôn de adenilato ciclasa particulada 
de cerebro de rata, que es GppNHp-insensible o NaF-insensible, 
por extracciôn diferencial de las membranas con detergentes. La 
enzima récupéra las respuestas caracteristicas a GppNHp y NaF 
después de la adiciôn de los extractos solubles de membranas de 
varios tejidos. Las proteinas responsables de la reconstituciôn 
pueden separarse por cromatografia de penetrabilidad. La inacti 
vaciôn por tripsina o térmica de las actividades reconstituidas 
sugieren que las dos actividades son funcionalraente separables 
y residen en proteinas diferentes, siendo también distintas del 
componente catalitico y de la proteina reguladora dependiente de 
Ca^^ (calmodulina).
Eckstein y col (121), sin embargo, piensan que el efeç 
to del F estâ mediado por la misma proteina reguladora que une 
GTP, ya que han encontrado que la inhibiciôn de la actividad de 
la adenilato ciclasa por GDF/5S también inhibe la estimulaciôn 
por F , siendo revertida sôlo cuando se élimina el nucleotido.
De aqui concluyen que el F activa la adenilato ciclasa por in­
teracciôn con el componente que une el nucleotido de guanina y ■ 
que esta activaciôn no requiere la uniôn del nucleotido, ya que 
puede tener lugar estando este sitio vacante.
Gilman y col (31) han intentado resolver el problema
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de la composiciôn estructural de la adenilato ciclasa con llneas 
celulares déficientes en adenilato ciclasa o algunas otras pro- 
piedades moduladoras de la misma. En base a sus resultados han 
postulado un modelo que queda reflejado en el esquema siguiente;
UNC
R, R' = Receptores
UNC = Factor acoplante
G = Unidad catalitica
F = Unidad para la actividad
basai, estimulada por 
GppNHp y por F 
P = Unidad para la estimula­
ciôn por GppNHp
Lo mâs significativo es que postulan la necesidad de 
dos ùnidades para la activaciôn por GppNHp, una de las cuales 
séria también necesaria para la estimulaciôn por fluoruro y la 
propia actividad basai.
Los estudios mâs recientes (52) han modificado sustan 
cialmente este modelo en los siguientes aspectoa:
a) Los componentes P y F han pasado a denominarse corn 
p on ente G/F. Cassel y Pfeuffer (l24) y Nielsen y col (125) han: 
demostrado que la actividad GTP-dependiente y N a F-dep endi en t e 
cromatograf1an juntos y es posible reccnstituir ambas activida­
des mediante una ûnica proteina. Hewlett y Gilman ( 78 ) han corn 
probado que tanto la imiôn de GppNHp como de NaF decreeen el coe 
ficiente de sedimentaciôn de la proteina G/F. De todas fermas 
ailn no se descarta la posibilidad de que g/F esté formado por va 
rias subunidades (126, 127).
- 21 -
b) El componente UNC es idéntico al G/F. Sternwex y 
Gilman (l28) han demostrado que una prepeiraciôn par cialmente 
purificada de g/F puede reconstituir la actividad dependiente de 
hormonas en membranas déficientes en componente UNC. Por ello 
se postula que el defecto encontrado en la variante UNC de célu 
las de linfoma S49, responde .a alguna modificaciôn del compon en 
te G/F que impide el acoplamiento entre el receptor y el dominio 
catalitico (52).
1.2.6. ACTIVACION POR OTROS lONES
Drummond y Duncan (ill) examinaron junto con el F una 
gran variedad de aniones y de compuestos organofluorados con ob- 
jeto de identificar otros posibles activadores de la adenilato 
ciclasa. Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla 1. S6 
lo el fluoruro y el bifluoruro son capaces de activar la enzima 
significativamente a bajas concentraciones. Es de resaltar tam­
bién el efecto inhibidor marcado que ejerce el 10^ , asi como 
la ausencia absoluta de estimulaciôn por parte de los derivados 
organofluorados.
Cuando ya se daba por sentado que el F era el ûnico 
aniôn capaz de activar la enzima, Schwabe y col (129) demostra- 
ron la activaciôn de la adenilato ciclasa de membranas de adipo 
citos por vanadato. Este mismo efecto se ha confirmado en cora - 
zôn de cobaya (130) y en corazôn de rata, conejo , cobaya y ga- 
to (131).
El mclibdato incrementa la actividad de la adenilato 
ciclasa en membranas de higado de rata, al igual que en otros 
tejidos como cerebro, corazôn, riHôn y eritrocitos (132, sin 
embargo, como ocurre con el fluoruro y el GppNHp, el molibdato 
es incapaz de activar la enzima soluble de testiculo de rata.
Parece ser que la estimulaciôn por vanadato y molibda
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to se realiza a través del mismo mecanismo que la activaciôn por 
fluoruro y se sabe que no présenta efectos aditivos sobre la es­
timulaciôn por GppNHp o F , lo que apoya la anterior hipôtesis.
Es importante resaltar que los très aniones ya conoci- 
dos como activadores de la adenilato ciclasa son al mismo tiempo 
inhibidores de fosfatasas, lo cual podria ser un argumento en 
pro de la regulaciôn de la enzima mediante procesos de fosfori- 
laciôn-desfosforilaciôn. Sin embargo, cabe apuntar que el compo­
nente regulador que une GTP tiene actividad GTPâsica y si bien 
no es probable que estos aniones activen la adenilato ciclasa 
(actuando como inhibidores de esta actividad GTPâsica por un me 
canismo similar al de la toxina colérica, ya que de ser asi su 
acciôn tendrla que ser dependiente de GTP) si es probable que el 
componente regulador posea un sitio de reconocimiento para estos 
aniones como otras fosfatasas lo tienen y que un cambio conforma 
cional provocado por la interacciôn, pueda surainistrar una dispo 
siciôn ôptima para la activaciôn del componente catalitico, aùn 
en ausencia del GTP. Un mecanismo de este tipo estarla en llnea 
con los mecanismos propuestos para la inhibiciôn de las fosfata­
sas por vanadato (133).
Otra problemâtica que presentan estos aniones es la 
diversidad de formas bajo las cuales pueden existir y la dificul 
trad de asignar la actividad a algunas de ellas.
Hay un hecho, sin embargo, que destaca al vanadato so 
bre el conjunto y es que exhibe singulares implicaciones fisio- 
lôgicas (129, 131, 133). No sôlo su deficiencia en la dieta re- 
trasa el crecimiento en ratas o en cultives celulares, lo que 
aboga en favor de su importancia metabôlica, sino que puede ejer 
cer multiples efectos farmacolôgicos como, por ejemplo, los que 
afectan a la conctracciôn cardiaca. Se calcula que la concentra 
ciôn normal en los tejidos es del orden de 0.1-0.7 nmol/g de pe
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SO hûmedo (133), si bien, existen organismes como la Amanita mus
caria o ciertas especies de tunicados como la Ascidia nigra. que
acuraulan elevadas concentraciones de vanadio, pudiendo llegar en
los tJltimos al orden de 1 M, aunque la concentraciôn en el agua
- 8
marina sea del orden de 5 x 10 M. Las concentraciones antes 
apuntadas como fisiolôgicas, no estân lejos de las concentracio­
nes de actuaciôn observadas "in vitro". Ademâs el efecto del va­
nadato ha podido comprobarse tanto "in vivo" como "in vitro".
1.2.7. REGULACION POR GTP
En 1971 Rodbell y col (134, 135) encontraron que la es 
timulaciôn hormonal de la adenilato ciclasa requeria la presen­
cia de GTP. A partir de este momento se comenzô a estudiar el cô 
mo y el porqué de este requerimiento y se llegô a la conclusiôn 
de que las antiguas teorlas sobre la interacciôn directa de los 
receptores hormonales con la enzima no eran correctas sino que 
deberia. existir un nexo de uniôn a través de una proteina capaz 
de interaccionar con el GTP, la que en definitiva provocarla la 
estimulaciôn. Pue facil comprobar que la estimulaciôn no se rea 
lizaba mediante procesos de fosforilaciôn, ya que los anâlogos 
no hidrolizables del GTP, taies como GppNHp o GppCH^P, podian 
ejercer la misma funciôn, y ademâs la estimulaciôn cesaba a medi 
da que se producla la hidrôlisis del GTP. Se vislumbraba asi Un 
esquema de regulaciôn en el que el GTP ocuparla un papel central. 
A partir de entonces son muchos los modelos que han sido propue^ 
tos para dar una interpretaciôn global de todos los hallazgos 
realizados. Vamos a revisar aqul uno de los modelos mâs recien­
tes que han sido postulados sin que por ello perdamos la oportu- 
nidad de apuntar mâs adelante algunas de las modificaciones que 
para algunos casos concretos se proponen.
El modelo propuesto por Rodbell (57) recoge las carac-
MEMBRANA  
PLASMATICA
N ) C
GTP 7 \
Mg ATP cAMP
FIGURA 1. Representaciôn esquemâtica de los com 
ponentes de la adenilato ciclasa.
ACTIVADOR IN H IB ID O R
Ns
GTP GTP
FIGURA 2. Regulaciôn dual de la adenilato ciclasa
— 26 —
teristicas Fundamentales de los componentes de la adenilato cicla 
sa, (tabla 2) y présenta una disposiciôn estructural para el com­
ponente RNC del tipo expuesto en la fig 1. Para explicar el proce 
so de activaciôn de la adenilato ciclasa se puede aceptar un mode 
lo cinético del tipo;
H + R.N ^--- -H.R.N* (1)
H.R.N* + GTP ^---- H.R.N.GTP ^---  H + R.N.GTP (2)
H.R.N.GTP + C  -- ^ H.R.N.C*(holoenzima activa) (3)
GTP
Este modelo recoge la posibilidad de que la hormona 
transforme a N en un estado activado M* capaz de unir GTP. Una 
vez unido el GTP se tendrian dos posibilidades de continuaciôn, 
una por la que se liberaria la hormona, lo cual explicarîa la 
mener afinidad de la hormona por el receptor en presencia de 
GTP y otra preferencial por la que se unirla al componente cata 
litico C para dar la holoenzima activa. El equilibrio total ven 
drla regulado por la concentraciôn de C. Se calcula que para el 
sistema hepâtico, esta concentraciôn puede ser del 10% de la R 
y N.
Los estudios de pesos moleculares por la técnica de 
anâlisis por radiodesactivaciôn (54) y los hallazgos de Pfeuffer 
(l2é) sobre el peso molecular del componente regulador, han he­
cho posible la creaciôn de un modelo de activaciôn por agregaciôn- 
-desagregaciôn (Fig 3). Aparté de acoplarse a un esquema secuen­
cial de reacciones como el ya descrito, este modelo présenta.la 
posibilidad de que la oligomérica estructura del complejo RN dé 
origen a interacciones homotrôpicas, de tal forma que una ocupa­
ciôn minima de los receptores por las hormonas cause una produc- 
ciôn casi mâxima de la serial funcional activa (monômeros RN-GTP) 
en la presencia de concentraciones saturantes de GTP.
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Por lo que se reflere a los mecanismos de desactivaciôn 
del sistema, no se ha dado todavla una explicaciôn totalmente con 
Vincente para este proceso, si bien, la presencia de una activi­
dad GTPâsica aparentemente asociada al componente regulador N y 
el mecanismo de actuaciôn de la toxina colérica, que mâs tarde se 
comentarâ, han conducido a postular un modelo de desactivaciôn por 
hidrôlisis del GTP y posterior expulsiôn del GDP de la subunidad 
reguladora. Cassel y col (136, 137) han propuesto el modelo que 
se recoge en la fig 5 para la activaciôn-desactivaciôn de la enzi 
ma. Segûn estos autores la hormona inducirla la salida de GDP 
con la facilitaciôn de la entrada del GTP, lo que en definitiva 
significarla que la hormona incrementaria la actividad GTPâsica 
del sistema. Estos mismos autores han comprobado que la hidrôli­
sis de cada molécula de GTP va acompahada de la sintesis de unas 
20 moléculas de cAMP. Ahora bien, este modelo sencillo que puede 
explicar por .qué todos aquellos efectos que dan como resultado 
un bloqueo de la actividad GTPâsica conducen a un incremento de 
la bioslntesis del cAMP, no da cuenta del hecho comprobado de 
que el GDP puede est imular la enzima en presencia de glucagôn 
(138) o ACTH (l39). Ahora bien, frente a estos resultados se pue 
den argUir dos hechos, uno de ellos es que normalmente los ensa- 
yos se realizan en presencia de sistemas regeneradores de ATP, 
lo que podria convertir parte del GDP en GTP con la consiguien-
te activaciôn y asi se ha visto que en membranas de eritrocito
de pavo el GDP/}S (anâlogo no hidrolizable y no fosforilable del 
GDP) produce una compléta inhibiciôn de la adenilato ciclasa aç 
tivada por hormona mâs GTP (122), aunque también es cierto que
la inhibiciôn en preparaciones de adenilato ciclasa de higado y
parotidas en presencia de este anâlogo no excede del 70-80 %.
Esto podria estar de acuerdo con un segundo argumento, que se 
expondrâ con detalle mâs adelante cuando tratemos de la régula
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ciôn por adenosina, que propone que en algunos sistemas el GDP 
puede dar origen a un estado activo de la enzima, aunque por su 
puesto menos activo que en presencia de GTP.
TABLA 2: Propiedades de los componentes de la adenilato ciclasa 
(57).
COMPONENTES PROPIEDADES
C Reacciona preferentemente con MnATP como sustrato
NC Utiliza MgATP ô MnATP como sustrato cuando es ac-
tivada por GppNHp, por toxina colérica y NAD^ en 
presencia de GTP y por ion fluoruro.
R Baja afinidad por los agonistas hormonales. No
présenta efectos heterotrôpicos de GTP.
RN ô (RN)^ El GTP reduce la afinidad de los agonistas hor­
monales por R. Las hormonas forman fuertes com- 
plejos de uniôn.
RNC Es igual que NC, pero responde a hormonas y GppNHp;
une GDP fuertemente en ausencia de hormonas. Las 
hormonas estiraulan el intercambio de GDP por GTP 
en el sitio N.
Engarzando con la posibilidad de que .pueden existir di 
ferentes componentes reguladores que unan GTP, Rodbell (57) ha su 
gerido que se puede admitir la existeneia de al menos dos tipos 
distintos de componentes reguladores que se denominarîan N^ y N^ 
(Fig. 2), donde N^ séria una unidad reguladora con efecto estimu 
lante y N^ una unidad reguladora con efecto inhibidor. Hay que 
sehalar, sin embargo, que no todos los efectos inhibidores se 
pueden relacionar claramente con la participaciôn de las unidades 
Nj y que la presencia de Na^ como elemento importante en la regu
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laciôn anade una nueva complejidad al mecanismo.
Cabe pensar, sin embargo, que la situaciôn podla 
simplificarse a base de un solo tipo de unidad N, la cual, en de 
pendencia del entorno originarla un estado activo o no acti
vo, lo cual como se explica en el apartado de la adenosina puede 
origin ar activaciôn o inhibiciôn del sistema segi^n los casos. Otra 
posibilidad, en este mismo orden de ideas,séria pensar que es el 
efector el que determinarla cambios conformacionales diferentes 
en la unidad N,de tal Forma que en algunas circunstancias se pro 
vogue un bloqueo de la enzima en estados E^^^ inactivos o poco 
activos, y por imposibilidad de liberar el GDP se produjese la 
inhibiciôn del sistema. Toda esta especulaciôn centra el proble 
ma en el aislamiénto y estudio de las propiedades de las protel 
nas tipo N. Algunos investigadores han propuesto la existeneia 
de otro sitio de uniôn para el GTP distinto de la unidad N que 
estarla asociado directamente al receptor R. Los primeros en 
evidenciar este hecho fue el grupo de Rodbell (141), al postular 
la presencia de dos sitios diferentes en base a que: (i) la con­
centraciôn activa del GppNHp, para los efectos en la uniôn de la 
hormona es al menos un orden de magnitud mâs alta que la necesa­
ria para la activaciôn de la enzima; (ii) mientras que el GppNHp 
es mâs potente como activador de la enzima que el GTP, lo es me- 
nos, en el proceso de uniôn de la hormona (iii) el EGTA disminu- 
ye la potencia de activaciôn enzimâtica del GppNHp, mientras que, 
no afecta a la potencia de acciôn en la uniôn de la hormona (iv) 
el pretratamiento de las membranas con GppNHp conduce a un esta­
do activo de la adenilato ciclasa que no revierte por lavados o 
por adiciôn de GTP, pero también conduce a un estado de baja af_i 
nidad por la hormona que si es reversible por lavado; (v) el tra 
tamiento de las membranas con fosfolipasa C élimina la acciôn 
del GppNHp en la uniôn del glucagôn pero no altera la capacidad
— 31 —
del nucleotido para activar la enzima. Recordemos que, el efecto 
del GTP sobre la uniôn del glucagôn a las membranas es negative, 
en tanto que reduce la afinidad de la uniôn. A partir de estos 
hechos se propone un modelo mecanistico que hace posible la com- 
prensiôn del sistema:
GTP + R^ — -  Rg.GTP (I)
GTP + E^.GTP (II)
R^.GTP + Eg.GTP ^--=- (R^.GTP) (Eg.GTP) (ill)
(R^.GTP) (Eg.GTP.) + H ^--   (HR^.GTP) (E^.GTP) (IV)
El receptor se encontrarla en très posibles estados; 
R^, de alta afinidad por la hormona y baja afinidad por GTP; R^, 
con caracteristicas contrarias y R^, de caracteristicas intermé­
dias . La enzima se podria encontrar también en dos estados E^ 
inactivo de baja afinidad para el GTP y Eg activo de alta afini­
dad por el nucleotido.
Este modelo que puede dar cuenta de algunos fenômenos 
observados,. adolece de una explicaciôn convincente para la acti 
vaciôn de la enzima en presencia de hormonas.
Un modelo sin tantas pretensiones cinéticas ha sido 
propuesto por Strosberg y col (142) para explicar la actuaciôn 
de los agonistas adrenérgicos,donde aparte de la presencia de 
dos sitios de uniôn para el GTP se exponen los posibles sitios 
de acciôn del ditiotreitol (DTT) y de la N-etilmaleimida (NEM) 
conocidos agentes desactivantes para los receptores g-adrenér- 
gicos en eritrocito de pavo. Un esquema puede verse en la fig 4.
En esta llnea se eneuentran también los experimentos 
realizados por Iyengar y Birnbaumer (138) en membranas plasmâti 
cas de higado de_ rata, los cuales sugieren que la adenilato ci­
clasa estarla sujeta a dos niveles de regulaciôn que pueden co—
31
î G
AC
DTT
\
antagon ists
AC
~ ls .s i------
R ! G
T AC
G.nucl.
NEM ^ /^ a g o n ls ta  
TV ^
^agonista
s - s-
AC
/ V  
ATP CAMP
GTPasa
FIGURA 4. Modelo para la regulaciôn del sistema /j-adrenérgic
GTP GDP
HORMONA
ADENILATO
CICLASA
inactiva
GDP
ADENILATO
CICLASA
activa
Pi
TOXINA COLERICA
FIGURA 5. Regulaciôn de la adenilato ciclasa por 
el ciclo de la GTPasa.
ATP
RxX-'î AC
AMP
©/
cGMPCa - -
I N T E R I O  Me x t e r i o r MB M R  R « N A
FIGURA 6, Control hidireccional que explica la 
inhibiciôn de la bioslntesis del cAMP 
(151)
- 34 -
existir y sinergizar o procéder con relativa independencia. Un 
nivel corresponderîa a lo que se puede denominar "regulaciôn por 
receptor" y otro a la "regulaciôn por GTPasa".
La regulaciôn con participaciôn de la hormona comporta
rîa la actuaciôn de un sitio nucleotldico asociado con el recep­
tor (sitio r ) y otro sitio nucleotldico asociado con el sistema 
de adenilato ciclasa (sitio G). El sitio nucleotldico R puede 
aceptar tanto GDP como GTP para promover la uniôn de la hormona 
y el acoplamiento del receptor al sistema, con su consiguiente 
activaciôn. Lo que no parece ya tan claro es que se necesite tam 
biéh la ocupaciôn del sitio G, ya que se ha visto que el GDP pue 
de provocar la activaciôn de la enzima por glucagôn incluso en 
oondiciones donde el sitio G debe de estar ocupado por GDP.
La regulaciôn sin participaciôn de hormona implicarla
la participaciôn de GTP y de la actividad GTPâsica del sitio G.
En estas condiciones la presencia de GDP resultarla inhibitoria 
para el sistema. También en ausencia de hormonas, la actividad 
GTPâsica puede ser inhibida por factores ADP-ribosilantes, que 
provocan una permanente activaciôn del sistema.
Quedan asi apuntados algunos de los modelos que han 
surgido en los âltimos ahos de las interpretaciones realizadas 
de los resultados expérimentales, sin que hasta el momento sea 
posible proponer un modelo generalizable, entre otras cosas por 
que lo mâs probable es que el sistema no se comporte exactamen- 
te igual en las células de distinta procedencia.
1.2.8. REGULACION POR HORMONAS. NEUROTI^MSMISORES Y DROGAS
Esta faceta de la regulaciôn de la enzima es sin duda 
la mâs sobresaliente y la que mâs esfuerzos ha motivado en torno 
a su mejor caracterizaciôn y comprensiôn. Algunas revisiones pue 
den verse en (51, 52, 57, 108, 142, 143, 145-149, 151, 157, 163).
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Ademâs, dado que algunas propiedades de la respuesta hormonal 
han sido tratadas ya en capitules precedentes, nos limitaremos 
aqul a resaltar exclusivamente algunas de las caracteristicas 
mâs importantes.
Los receptores son proteinas individuales distintas de 
la adenilato ciclasa. Esta idea dériva en buena medida de los 
estudios cinêticos de activaciôn de la adenilato ciclasa, parti- 
cularmente en membranas de adipocitos. En estas células, multi­
ples hormonas que se unen a diferentes receptores, parecen com- 
petir por un nâmero constante de moléculas de adenilato ciclasa 
(143). Otro argumento en favor de esto, son las observaciones 
sobre su regulaciôn ontogéniea independiente (152, 153). Eviden 
temente los experimentos de manipulaciôn qûimica o genética, 
en los cuales la desactivaciôn de la enzima no impide la uniôn 
de la hormona o viceversa, son los que aportan una evidencia *' 
mâs directa a favor de esta teoria (52, 154, 155). Pero sin lu­
gar a dudas, los experimentos mâs espectaculares hasta ahora 
realizados son los de fusiôn celular para reconstituir el siste 
ma de adenilato ciclasa (l56). Por ûltimo, la separaciôn y puri 
ficaciôn del receptor como entidad independiente de la actividad 
enzimâtica es la confirmaciôn definitiva de este aspecto. Las 
caracteristicas moleculares del receptor /}-adrenérgico y del re 
ceptor de gonadotropina se pueden ver en (52).
Todo esto se interpréta en têrminos de la hipôtesis 
del receptor movil (l43). Segdn esta hipôtesis, los receptores 
y la adenilato ciclasa son proteinas independientes, relativa­
mente libres para difundir e interaccionar en el piano de la bj. 
capa lipidica. Cuando el receptor capta una molécula de una hor 
mona especxfica adquiere nuevas propiedades que le confieren una 
especial afinidad por la adenilato ciclasa. La subsiguiente in­
teracciôn del receptor unido a la hormona con la enzima provoca 
la activaciôn de ésta y la producciôn de cAMP.
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Como ya se vio anteriormente, para que la activaciôn 
de la adenilato oiclasa tenga lugar es necesaria la presencia 
de otras estructuras que transmitan el efecto desde el receptor 
al componente catalitico. Aûn no se conoce con exactitud la natu 
raleza de este prooeso, pero si se dispone de una serie de mode 
los que permiten hacerse una buena idea conceptual de la opera- 
ciôn del sistema. Véanse figs. 1, 2, 3, 4, 5.
Uno de los procesos mâs estudiados en la regulaciôn 
hormonal es el fenômeno de la tolerancia. Para abordar el proble 
ma, se han utilizado lineas celulares sometidas a un continue 
tratamiento con agentes estimulantes de la actividad de adenila 
to ciclasa, fundament aiment e agonista /}-adrenérgicos (145-147). 
Existen dos tipos de tolerancia, una especifica y otra inespecx 
fica. Pcirece évidente que la tolerancia especif ica no debe es- 
tar mediada por el cAMP, ya que todos los agonistas que activan 
la adenilato ciclasa no deberlan poseer especificidad; sin embar 
go, en la tolerancia inespeclfica se piensa que estâ implicado 
el nucleotido que de alguna memera inducirla la bioslntesis de 
algûn factor protelco desensibilizante del sistema (147). La 
tolerancia especifica probablemente se lleve a cabo por bloqueo 
de los receptores en un estado incapaz de activar la adenilato 
ciclasa (145).
Por ûltimo, en las tablas 3, 4, 5 se reunen los neuro- 
transmisores, hormonas y fârmacos que pueden actuar sobre el sis 
tema de la adenilato ciclasa a través de receptores especificos. 
Hay que sehalar que en tanto que para los procesos que originan 
la activaciôn del sistema se admite un mécanisme directe a tra­
vés de algun componente de acoplamiento, para los procesos de 
inhibiciôn el mecanismo puede ser mixto o totalmente indirecte 
figs. 2, 6. 7, 8.
TABLA 3: Hormonas que actuaji via adenilato ciclasa
HORMONA EFECTO REFERENCIAS
GLUCAGON ACTIVADOR (57, 108, 160)
ACTH " (160, 174, 178)
LH " (180, 181)
FSH " (179)
TSH " (159, 166, 173)
OXITOCINA " (161, 170)
ADH " (161, 170)
PANCREOZIMINA " (169, 172, 176)
SECRETINA " (169, 172, 176)
PTH " (163, 182)
VIP " (183)
LH-RH " (184)
TRH " (184)
GH-RH " (184)
PRH " (184)
CRH " (184)
INSULINA " (168)
INSULINA INHIBIDOR (151)
GH-RIH (168)
PR-IH (168)
SQMATOMEDINAS (190)
hCG ACTIVADOR (181, 189)
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TABLA 5 : Sustcincias que actiian sobre adenilato ciclasa no clasifi. 
cables como hormonas o neurotransmisores.
SU3TANCIA EFECTO REFERENClA
ADENOSINA ACTIVADOR-INHIBIDOR Capitule 1.2.9.
p r o s t a g l a n d i n a s ACTIVADOR-INHIBIDOR Capitule 1.2.11.
NORFINA INHIBIDOR (148)
TROMBINA INHIBIDOR (165)
HALOTANO INHIBIDOR (167)
CLOFIBRATO INHIBIDOR • (177)
METADONA INHIBIDOR (171)
CON A ACTIVADOR (135)
PHA ACTIVADOR (185)
WGA ACTIVADOR (185)
lONOFORO A23187 ACTIVADOR (185)
PHA. = Fitohemaglutinina
WGA = Aglutinina de germen de trigo
CON A = Concanavalina A
1.2.9. REGULACION POR ADENOSINA
Hoy en dla se piensa que la adenosina puede jugar un pa 
pel tan importante como las hormonas en la regulaciôn de la adeni 
lato ciclasa. Sattin y Rail (191) Pueron los primeros en describir 
un potente efecto estimulador de la adenosina sobre la adenilato 
ciclasa de cerebro de cobaya. Sin embargo, se ha comprobado poste 
riormente que puede comportarse como un potente inhibidor en otro 
tipo de células tales como los adipocitos. Tanto el efecto activa 
dor como inhibidor a bajas concentraciones de adenosina es antago 
nizado por metilxantinas. Este antagonisme frente a la adenosina
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puede dar cuenta de una parte, al menos, de los efectos de las me­
tilxantinas sobre los niveles de cAMP en muohos tejidos. En adiciôn 
a estos efectos directes sobre la adenilato ciclasa, la adenosina 
a altas concentraciones (del or den de milimolar) puede ejercer mûl^  
tiples efectos sobre el métabolisme celular como resultado de su 
propio métabolisme intracelular y especialmente en le que concier 
ne a su conversiôn en nucleotidos.
Londos y Wolff (192) intentando unificar todas las teo- 
rias sobre la actuaciôn de la adenosina en un "ùnico modelo, fueron 
les primeros en postular la existencia de dos sitios diferentes a 
través de los cuales se mediarxan los distintos efectos de la ade 
nosina sobre la adenilato ciclasa. Segûn este modelo, los efectos 
de concentraciones nanomolares de adenosina sobre la enzima, ven- 
drân mediados a través de un sitio, "R", con una estricta especi- 
ficidad estructural para el anillo de ribosa y presumiblemente si 
tuado en la superficie extracelular de la membrana plasmâtica. To 
dos los efectos de la adenosina mediados via sitio "R", serian 
competitivamente antagonizados por metilxantinas. Los efectos de 
concentraciones micromolares de adenosina se suponen mediados 
via sitio "P". Este sitio "P" pudiera estar localizado en la su 
perficie intracelular de la membrana y los efectos de la adeno­
sina serian debidos a su conversiôn en 5'-AMP o quizâs otros nu 
cleotidos. Los efectos inhibidores de la adenilato ciclasa, por 
altas concentraciones de adenosina se han demostrado asimismo 
en preparaciones de células rotas y no son afectados por las me 
tilxantinas.
Las diferencias entre los sitios "R" y "P" se resumen 
en la tabla 6. En la tabla 7 se resehan algunos de los compuestos 
anâlogos de adenosina que activan e inhiben la adenilato ciclasa 
via sitio "R" y sitio "P", respectivamente.
La distribuciôn de los efectos a través de los sitios
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TABLA 6 : Diferencias entre el sitio "R" y el sitio "P" (164)
SITIO "R" 0 SITIO "P" 0
DE ADENOSINA DE AMP
Requiere que el anillo de ribosa se 
encuentre intacto, aunque acepta su^ 
titucioneSgOn el anillo de purina, 
tal como N -fenilisopropiladenosina
Requiere que el anillo de purina se 
encuentre intacto, aunque acepta mo 
dificaciones en el anillo de ribosa 
como 2',5'-dideoxiadenosina
Son antagonizados por compuestos que 
bloquean la captura celular de adeno 
sina
Son antagonizados por teofilina
Se pueden demostrar en preparaciones 
solubles con actividad de adenilato 
ciclasa
Siempre inhiben la adenilato ciclasa
Requieren altas concentraciones de 
adenosina
SI
NO
NO
SI
NO
NO
NO
NO
SI
SI
NO
SI
SI
SI
"P" y "R" présenta una complejidad adicional, ya que si bien to­
das las acciones sobre el sitio "P" dan como resultado una inhi­
biciôn de la adenilato ciclasa, las acciones mediadas via sitio 
"R" pueden implicar tanto una activaciôn como una inhibiciôn de la 
enzima, en dependencia del tejido o de la célula de que se trate 
(tabla 8). El verdadero sitio "R", o de adenosina, résulta difi- 
cil evidenciar en preparaciones libres de células, mi entras que 
la inhibiciôn de la adenilato ciclasa via sitio "P", o de AMP, es 
facilmente observable en estos sistemas. Mâs aùn, la inhibiciôn
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TABLA 7 : Efecto de los anâlogos de adenosina en la adenilato ci­
clasa (164)
ESTIMULACIGN VIA SITIO "R" INHIBICION VIA SITIO "P"
2-Aminoadenosina 2'-0-metiladenosina
2-Azidoadenosina 2'-Desoxiadenosina
2-Metiladenosina 3'-Desoxiadenosina
N^-Metiladenosina 5'-Desoxiadenosina
N^-Dimetiladenosina 2',5'-Didesoxiadenosina
N^-Ciclohexiladenosina 2',3'-Isopropiliden-adenosina
N^-Feniladenosina 9-/3-D-Arabinofuranosiladenosina
N^-Fenilisopropiladenosina 9-p-D-Silofuranosiladenosina 
2'-Desoxiadenosina-3-monofosfato 
5'-Amino-5'-desoxiadenosina
via sitio "R" sôlo puede ponerse de manifiesto en condiciones e^ 
peciales, como son la presencia de GTP y el tratamiento previo 
de las membranas con adenosina desaminasa (193). Todo este es- 
quema de actuaciôn se ve ligeramente complicado en los adipoci­
tos (una de las pocas células donde se han comprobado efectos 
inhibidores via sitio "R")» ya que, parece ser que la inhibiciôn 
via sitio "R" de la lipolisis puede ser mediada por otra ruta 
distinta de la inhibiciôn de la adenilato ciclasa, a la que 
Fain y Malbon (164) denominan "X" (Fi g . 9).
Para unificar todos los criterios hasta aqui esbozados 
Fain y Malbon (164) proponen un modelo unitario que interpréta 
los efectos activador e inhibidor via sitio "R". Se postula que 
la adenilato ciclasa existe en très estados de actividad inter­
convertibles : (i) un estado inactivo (E^) ; (ü) un estado de 
ta actividad unido al GTP ( ) ' / (i ü  ) un estado unido al GDP
TABLA 8 : Te lidos en los cuales la adenosina actua via sitio "R" 
a bajas concentraciones (164)
TEJIDO
Cortes de cerebro (cobaya, rata)
Cortes de pulmôn (rata)
Plaquetas (humanas)C
Cultivos celulares de neuroblastoma (humanos) 
Linfocitos (humanos)
Miocardio ventricular (cobaya)
Cortes de piel (cerdo)
Cultivo de células adrenales (Y-l) (ratôn) 
Cultivo de células tumorales de Leydig (I-IO) 
Tiras arteriales coronarias (cerdo, vaca) 
Cultivo de células de huesos fétalés (rata) 
Cultivos celulares de fibroblastos de pulmôn 
transformados (VI-38) (VA13-2RA) (humanos) 
Cultivo de células de glioma (132-lNl) (huma 
na)
Aritrocitrocitos (pavo)
Médula de bazo (bovino)
Adipocitos (rata)
Cortes de miocardio ventricular (rata) 
Cultivos celulares de astroblastos pitelio- 
des de cerebro (ratôn)
EFECTO SOBRE 
ADENILATO CICLASA
ACTIVACION
INHIBICION
—  4 6  —
(Eqj^ p ), que puede ser activo, en las células donde la adenosina 
activa la adenilato ciclasa. La adenosina facilitaria asx la li- 
beraciôn del GDP con lo cual la enzima recuperaria el estado E^. 
Asi, en las células en que la adenilato ciclasa se activa por ade 
nosina, el estado E^^^ séria inactivo y no podria ser estimulado 
por hormonas, ni GTP, a menos que la adenosina estiraulase el paso 
del estado E^^^ al estado E^, lo que permitiria una posterior ac­
tivaciôn; sin embargo, en células donde el estado E^^^ es activo, 
la.aceleraciôn por adenosina del paso a E^ supondria una pérdida 
de actividad. Esto podria explicar que altas concentraciones de 
GTP seein inhibidoras de la adenilato ciclasa en tejido adiposo, 
ya que altos niveles de GTP inducirian una aceleraciôn del paso 
Eg t p (ntuy activo) a E^ ^^  ^ (poco activo), con la consiguiente pérdi 
da de actividad. Por otra parte, sôlo en estas condiciones séria 
posible apreciar la inhibiciôn por adenosina, ya que se necesita- 
ria una acumulaciôn apreciable de enzima en estados E^^^ para que 
se pudiese notar una ligera pérdida de actividad.
El modelo se esquematiza en la fig. 10, junto con la in 
terpretaciôn de la influencia de otras sustancias, como la toxina 
colérica y las prostaglandinas. La interpretaciôn de los resulta- 
dos sobre el medio de actuaciôn de la adenosina a través del si­
tio "P" sigue sin aclararse. Se ha propuesto, sin embargo, consi­
der ar este sitio como receptor de nucleotidos de adenina, posible 
mente AMP, en lugar de la adenosina misma.
Por otra parte todo hace suponer que el sitio "P" se en 
euentra en el lado interne de la membrana, posiblemente ligado a 
la region catalltica de la enzima. Mâs aün, es posible que el si­
tio "P" coincida con el centro catalitico y que la inhibiciôn pue 
da deberse a mécanismes compétitives complejos. V.arios autores 
han notado que la inhibiciôn por adenosina via sitio P se incre-
4!
NORM O NA
L IP O L  I S IS
M E
FIGURA 9. Regulaciôn de la lipolisis per adenosina 
en adipocitos (164).
TOXINA
HORMONA
GTP
e
— E-GTP 
muy activo
COLERICA
inactivo
E-GDP
poco activo
ADENOSINA
inactivo
PROSTAGLANDINAS
FIGURA 10. Regulaciôn de la adenilato ciclasa por adenosina 
via sitio "R".
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menta por y se eneuentra présente'en extractos solubles (l92,
194, 195). Esto junto con la imposibilidad de separar el sitio "P" 
del componente catalitico de la adenilato ciclasa ha conducido a 
Fremont y col (195) a sugerir que el sitio "P" y la actividad ca- 
talitica se eneuentran localizados en el mismo componente de la 
enzima. Ultimamente Welton y Simko (196) han demostrado que en 
pulmôn de cobaya, el efecto inhibidor de la adenosina via sitio 
"P", también estâ mediado por cationes (Mg^^, Mn^^, Ca^^), vién- 
dose potenciado el efecto por el GTP, aunque no asi por neurotrans 
misores.
1.2.10. ACTUACION DE LA TOXINA COLERICA
La toxina colérica es una enterotoxina del Vibrio choie 
rae. responsable de la diarrea acuosa, caracteristica clinica del 
côlera. La toxina es una proteina oligomérica de aproximadamente 
84 000 D, compuesta de très péptidos A^, A^ y B.A^ (23 500 D) es­
tâ unido por un puente disulfuro a A^ (5 500 D), formando la sub- 
unidad A, que junto con cinco subunidades B (il 600 D) constitu- 
yen el oligômero. Hoÿ dia se conoce >que la toxina colérica ejer- 
ce sus efectos en las oélulas a través de la activaciôn de la ade 
nilato ciclasa.
La primera etapa ên la acciôn de la toxina es la union 
de ésta a la superficie celui air como resultado de su interacciôn 
con el ganglidsido G ^  présente en la membrana plasmâtica:
G^ : Gai GalNAc — ■ Gai --- Gla   C erMl I
NANA
Existe una evidencia Clara de que los gangliosidos G ^  
actuan como receptores de superficie para la toxina colérica, in 
teraccionando con la subunidad B, siendo la presencia del ganglio
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sido lo que détermina la sensibilidad de la célula a la misma 
(197, 198, 201). Ahora bien, el mecanismo por el cual la toxina 
accede a la adenilato ciclasa o a su componente regulador perma- 
nece aün oseuro. Résulta lôgico pensar que una uniôn multivalen- 
te de las subunidades B a la superficie de la membrana ha de fa- 
cilitar de alguna manera la movilidad lateral en la superficie o 
la penetraciôn a través de la membrana de algün componente de la 
toxina. Por Otra parte se ha visto que mi entras que, en prepara­
ciones celulares la subunidad A y el péptido A^ poseen sôlo una 
fracciôn de la actividad de la holotoxina, cuando se trabaja con 
homogeneizados o preparaciones de membranas, la activaciôn de la 
adenilato ciclasa es independiente de los gangliosidos y de 
las subunidades B (200). De todas formas, aunque el gangliosido 
Gj^ es responsable y necesario para .la uniôn especif ica de la 
toxina a la superficie celular, aparentemente no funciona como 
un receptor en el sentido en el que el término se utiliza para re 
ferirse a los receptores que forman parte obligada del mecanismo, 
a través del cual, los agonistas /}-adrenérgicos y algunas hormo­
nas peptidicas activan la adenilato ciclasa.
La activaciôn de la adenilato ciclasa en preparaciones 
libr'es de células, estâ catalizada por la subunidad A o el pép­
tido A^ de la toxina, y se cree que aunque en la toxina intacta 
A^ y A^ estân unidas, probablemente esta uniôn se rompa por reduç 
ciôn del ûnico puente disulfuro, que les ata, para que pueda mon^ 
trarse activa. Por otra parte, la presencia de NAD y GTP parecen 
ser necesarias para alcanzar la maxima activaciôn de la adenilato 
ciclasa, asi como también se requiere para la enzima de cerebro 
la.adiciôn de una proteina reguladora dependiente de calcio de 
bajo peso molecular (calmodulina).
El requerimiento de concentraciones micromolares de NAD 
es bastante especifico, si bien, puede ser parcialmente reemplaza
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do por otros nucleotidos similares. Al igual que la exotoxina A 
de Pseudomonas y la toxina diftêrica, la toxina colérica catali- 
za la transferencia de ADP-ribosa procedente del NAD a argininas 
présentes en protelnas.
La actividad ADP-ribosiltransferasica cromatografla con 
la subunidad A (A^ + A^) de la toxina colérica y puede ser detec- 
tada en las preparaciones del péptido A.^ , siendo por lo tanto in­
dependiente de los péptidos A^ y B y de otros componentes celula­
res o gangliosidos (205).
A. la vista de esto se propuso que la activaciôn se pro 
duciria por ia ADP-ribosilaci6n de la adenilato ciclasa, bien en 
la subunidad catalltica o en su componente regulador.
Cassel y Efeuffer (124), teniendo en cuenta que el GTP 
incrementa el efecto de la toxina han propuesto y demostrado que 
la toxina colérica ejerce la activaciôn gracia a la ADP-ribosila- 
ciôn de la GTPasa asociada a la enzima, inhibe ■ la hidrôlisis del 
GTP, incrementando de esta forma la proporciôn del complejo ade­
nilato ciclasa-GTP (muy activo). Median te experimentos con ^^P-NAD 
se ha podido aislar una proteina de 42 000 D que aparece ADP-ribo 
silada y que une GTP, la cual parece ser el componente responsa­
ble de la' activaciôn de la adenilato ciclasa por GTP.
Utilizando preparaciones de adenilato ciclasa de cerebro ■
se ha observado que era necesario, aderaâs de NAD y GTP,la prèsen
cia de una proteina de bajo peso molecular, estable al calor y 
2+
dependiente de Ca para que la toxina colérica ejerciera una de 
mostrable activaciôn de la enzima (199), a la cual se ha denomi- 
nado calmodulina.
Por otra parte, se ha visto que la entorotoxina labil 
al calor de E. coli. conocida como LT puede activar la adenilato 
ciclasa por un mecanismo similar al descrito para la toxina colé 
rica (202, 203). La presencia de la misma actividad ADP-ribosi—
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lauate en la enterotoxina LT afianza cada vez mâs la hipôtesis de 
que ambas toxinas activan la adenilato ciclasa por este proceso.
Por ûltimo, sefialaremos que Moss y Vaughan (204) han 
aislado en eritrocitos de pavo una proteina de bajo peso molecu­
lar labil al calor que cataliza la activaciôn NAD-dependiente de 
la adenilato ciclasa, la hidrôlisis de NAD a ADP-ribosa y nicoti 
namida y la transferencia del grupo ADP-ribosilo del NAD a la ar 
ginina, a proteinas taies como histonas y lisozima y a poliargi- 
nina. La Km para el NAD en la reacciôn de la ADP-ribosiltransfe- 
rasa fue de 30 M, signif icativamente men or que la observada con 
la toxina colérica (4mM) y con la entorotoxina LT (8 mM). Aunque 
el papel que desempena esta enzima en los eritrocitos es aün de^ 
conocido, su descubrimiento puede soportar el punto de vis ta de 
que mecanismos similares a los que emplean la toxina colérica y 
la enterotoxina de E. coli para dar cuenta del proceso patolôgi- 
co, pueden ser empleados por las células de vertebrados para la
activaciôn fisiolôgica de la adenilato ciclasa.
1.2.11. REGULACION POR PROSTAGLANDINAS
Mâs de una década ha pasado desde que se observô por 
primera vez que la prostagiandina PGE^ y en menor medida la PGE^ 
eran potentes inhibidores de la agregaciôn plaquetaria (206-208). 
Poco después se asociô este efecto inhibidor de las prostaglandi 
nas E y mâs recientemente de las D con una elevaciôn de los nive 
les plaquetarios de cAMP (209-212).
A partir de esos primeros ahos son muchos los estudios 
en los que se ha demostrado que las prostaglandinas pueden modi- 
ficar los niveles intracelulares de cAMP de distintos tejidos y 
lineas celulares (213, 214). Sin embargo, como las prostaglandj. 
nas pueden ejercer un efecto mixto se pensaba que el aumento de
los niveles de cAMP podia deberse a una estiraulaciôn directa
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sobre la adenilato ciclasa (215, 216) en tanto que su disminuciôn 
se achacaba a otros mecanismos por el momento desconocidos (216). 
Al mismo tiempo algunos datos ponen de manifiesto que en ciertos 
tejidos las prostaglandinas son obligados intermedios en la acciôn 
de las hormonas polipeptidicas como estirauladoras de la adenilato 
ciclasa (217, 218). Dada la complejidad de los efectos mediados 
por las prostaglandinas, résulta dificil aventurar una hipôtesis 
acerca de sus mecanismos de actuaciôn.
Algunos de los trabajos mâs interesantes han ido enca- 
minados hacia la bûsqueda de los receptores de prostaglandinas; 
asl Brunton y col (220) trabajando con très lineas celulares de 
ntûridos y Perkins y Ortmann (219) trabajando con células de astro 
citoma (1321N1) han aportado datos convincentes en este sentido, 
si bien, el orden de potencia de las prostaglandinas en cuainto a 
la activaciôn de la adenilato ciclasa es diferente, siendo en el 
primer caso PGE^ :»»PGA^ > PGE^ ^  PGF^^ y en el segundo PGE^ > PGE^ > 
PGA^» PGFg^ . Por otra parte, Kantor y col (221) han encontrado 
que en una misma célula pueden existir dos tipos de receptores, 
uno inhibidor y otro estimulador. La pretendida existencia de ta 
les receptores estructuralmente especificos estâ basada, en bue­
na medida, en la acciôn de antagonistas especificos para las pros 
taglandinas como el âcido 7-oxa-13-prostanoico, la indometacina 
y otros antiinflamatorios no esteroidicos.
En linea con estos estudios son de particular interés 
los efectos observados de las prostaglandinas y algunos compue^ 
tos relacionados como tromboxanos y PG endoperôxidos sobre el si_s 
tema nervioso y lineas celulares derivadas del mismo (148). El 
efecto mâs general es la elevaciôn de los niveles de cAMP, si 
bien como ocurre en los ganglios simpâticos y en el cerebelo, las 
prostaglandinas ejercen una acciôn inhibidora sobre la respuesta 
hormonal via cAMP. Aunque se ha querido ver en las prostaglandi-
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nas vin candidate para la gran lista de los neurotransmisores, ya 
que pueden ser liberados por estimulaciôn nerviosa (222), hoy se 
piensa que su funcionalidad esta ligada mâs a la regulaciôn de 
los procesos intracelulares que a la transmisiôn intercelular.
Los estudios realizados por Gorman y col (223) sobre 
la agregaciôn plaquetaria son altamente significativos, en cuan- 
to a la complejidad de los mecanismos. Estos autores proponen que 
si bien, las prostaglandinas PGE.^  y PGD^ pueden estimular la ade­
nilato ciclasa de las plaquetas, no serian estas las que actuarlan 
"in vivo", ya que sus niveles son bajos, si no que séria la pros- 
taciclina PGX la que mediante el aumento de los niveles de cAMP 
impedirla la agregaciôn plaquetaria. Por otra parte, la prosta­
giandina endoperôxido PGH^ previa transformaciôn por la tromboxa- 
no sintetasa en tromboxano TXA^ séria la que inducirla la agrega­
ciôn, previa disminuciôn de los niveles de cAMP. Ahora bien, esta 
disminuciôn se haria de forma indirecta incrementando los niveles 
intracelulares de Ca^^ e inhibiendo mediante éste la actividad de 
la adenilato ciclasa. También dentro del campo de la estimulaciôn 
o inhibiciôn de la agregaciôn plaquetaria merece la pena destacar 
los estudios de Selzman y col (224) sobre gran numéro de agentes 
que pueden influenciar estos procesos poniendose claramente de ma­
nifiesto el papel central que la regulaciôn de los niveles de cAMP 
juega en los mismos.
Al igual que ocurre con las hormonas, neurotransmisores, 
adenosina y toxina colérica se ha observado que la actuaciôn de 
las prostaglandinas se ve favorecida en presencia de GTP (17 2, 
225-228). Esto ha conducido a postular que la acciôn de las pros­
taglandinas sobre la adenilato ciclasa se lleva a cabo a traves 
del componente regulador dependiente de GTP. Blume y Poster (226) 
propusieron un mecanismo de acciôn idéntico para la adenosina y 
las prostaglandinas basandose en estos principios, que mas tarde
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ha sido recogido y ampliado por Fain y Malbon (164), segün puede 
verse en la fig. 10.
1.2.12. IMPORTANClA DE LOS LIPIDOS
El papel de la estructura y composioiôn de la membrana 
lipidica en la regulaciôn de la adenilato ciclasa es una de las 
âreas mâs confusas y menos documentadas en el estudio de la enzi­
ma. La observaciôn primaria de esta participaciôn la constituye 
el hecho de que la solubilizaciôn de la membrana o la adioiôn de 
agentes que puedan alterar su estructura, conduce a una pérdida 
cotai o parcial de la respuesta funcional a las hormonas.
Lo que résulta évidente a la vista de los datos hasta 
ahora obtenidos es que en el acoplamiento entre el receptor hor­
monal y la adenilato ciclasa no estân implicados ni el potencial 
de membrana ni procesos de transporte a través de la misma (exce£ 
tûese lo visto en las bacterias), lo que no supone que el cAMP 
por si mismo no pueda estar implicado en la regulaciôn de numero- 
sos procesos de transporte .(229). Aunque Moore y Wolff (230) han 
demostrado que varios ionôforos pueden desacoplar la activaciôn 
de la adenilato ciclasa por TSH, es posible sin embargo, que a 
las altas concentraciones utilizadas, el efecto sea un reflejo de 
la rotura de la membrana y no una consecuencia del aumento de la 
permeabilidad, ya que a las concentraciones a las que son capaces 
de producir desacoplamiento de la. fosforilaciôn oxidativa son in- 
capaces de alterar la estimulaciôn por catecolaminas (52).
Muchas de las primeras descripciones del efecto de los 
fosfollpidos sobre preparaciones de adenilato ciclasa solubilisa- 
das o perturbadas por diferentes agentes (43, 169, 231-235) han 
carecido de la necesaria reproducibilidad. Los mejores y mâs re- 
cientes estudios en este campo son los que han realizado Rodbell 
y col (236, 237) sobre los efectos del tratamiento de membranas
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de higado de rata con fosfolipasa C y fosfolipasa A^, encontrando 
que dicho tratamiento impide la estimulaciôn de la adenilato cicla 
sa por glucagôn sin que apenas afecte la respuesta al fluoruro. 
Concomitantemente, se pierde con fosfolipasa C el efecto del GTP 
sobre la uniôn del glucagôn, en tanto que con fosfolipasa A^ no 
se pierde, aunque si se reduce la afinidad por el receptor. Sin 
embargo, el tratamiento con filipina no disminuye ni el efecto del 
GTP sobre la uniôn, ni la afinidad por el receptor aunque, en efeç 
to, impide el acoplamiento receptor-enzima y disminuye la capaci- 
dad de estimulaciôn por GppNHp. Similares resultados con filipina 
han sido presentados por Puchvein y col (238). Una aproximaciôn 
alternativa para evaluar el requerimiento del entorno lipldico en 
la modulaciôn de la enzima ha sido variar la composioiôn de los 
fosfolipidos de las membranas mediante alteraciones metabôlicas. 
Engelhard y col (239, 240) crecieron fibroblastos LM en medios su 
plementados con etanolamina o colina y âcidos grasos o anâlogos 
de etanolamina y colina, observando que las diferencias en la corn 
posiciôn de âcidos grasos o cabezas polares de los lipidos de la 
membrana afectaban tanto a la actividad basai de la adenilato ci­
clasa como a la respuesta al NaF y prostagiandina PGE^.
Varios grupos han intentado correlacionar la actividad 
de la enzima con el estado fisico de los lipidos endôgenos de las 
membranas, estudiando la dependencia de la temperatura, de la ca- 
tâlisis en presencia de distintos activadores (241-247). Estudios 
sobre la actividad enzimâtica présente en membranas hepâticas en 
presencia de fosfolipidos exôgenos y estimuladas por glucagôn en 
funciôn de la temperatura, han permitido relacionar las transi- 
ciones de la representaciôn de Arrhenius con las propiedades de 
los lipidos utilizados (248, 249). Bakardjieva y col (250) emplean 
do membranas enriquecidas en DMPC, DOPC, DPPC, han demostrado que 
se produce una disminuciôn de la afinidad de la uniôn del isopro
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terenol a los receptores /i-adrenérgicos.
Orly y Schramm (251) han encontrado que los âcidos gra 
SOS a 9,10 y a 11,12 cis-raonoinsaturados estiraulan la adenilato 
ciclasa de eritrocito de pavo. Basândose en este hecho Levitzki 
y col (252, 253) han observado que el âcido cis-vacénico aumenta 
la constante de velocidad de la activaciôn de la enzima de estas 
membranas por GppNHp en presencia de epinefrina, estando el in­
or emen to inversamente relacionado con la microviscosidad de la 
bicapa. Estos resultados indican que la interacciôn del receptor 
y la enzima, controlada por la velocidad de difusiôn lateral y 
por ende por la viscosidad de la membrana, es el factor limitan 
te de la velocidad de activaciôn por GppNHp en presencia de hor 
mona.
Por otra parte. Pain y col (254, 255) han demostrado 
que los âcidos grasos libres en determinadas circunstancias pue 
den inhibir la adenilato ciclasa, lo que podria servir como re­
gulador "feedback" para controlar la acumulaciôn de cAMP produ- 
cida por agentes lipoliticos.
El efecto de la simple adiciôn de fosfolipidos a las 
preparaciones de adenilato ciclasa ha conducido a diferentes re­
sultados. Lad y col (237) han encontrado que la lisolecitina a 
bajas concentraciones activa la enzima aunque se inhibe a con­
centraciones elevadas. Shier y col (256) encontraron por el con 
trario que la lisolecitina es inhibidora incluso a bajas concen 
traciones.
1.2.13. LA ADENILATO CICLASA CN BACTERIAS
Al igual que ocurre en los tejidos de mamiferos la ade 
nilato ciclasa se eneuentra asociada a las membranas bacteria- 
nas, si bien esta asociaciôn no parece ser tan intensa, ya que 
es posible solubilizarla simpiemente por extracciôn con solucio
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nés tampôn (257). Ide (26) ha dividido las bacterias en dos clases 
segün que la mayor parte de la adenilato ciclasa se encuentre en 
la fracciôn peirticulada o en el sobrenadante después de la rotu­
ra de la bacteria, lo que indica que la fuerza de la uniôn de la 
enzima a la membrana puede variar seg^an los géneros.
Sus requerimientos catallticos son idénticos a los que 
poseen otros siôtemas, con la circunstancia de que en este aspec- 
to la enzima de bacterias es la mejor conocida, ya que como ha si 
do mencionado es la ünica adenilato ciclasa que ha podido ser pu- 
rificada y cristalizada (49). En general, no son afectadas por 
NaF aunque existen excepclones como la enzima de Streptococus sa 
livarius (101), que se activa por el aniôn y la de Bordetella per 
tusis (261) que se inhibe.
Résulta por otra parte évidente que dado el papel que 
el cAMP desempena, en los procesos nutritivos en bacterias, los me 
canismos que controlan la adenilato ciclasa en este caso serân 
muy diferentes a los mecanismos que actüan a tal efecto en maml 
feros. En contraste con estos ûltimos se conoce muy poco acerca 
de la regulaciôn intrInseca y extrinseca de la actividad de la 
enzima en bacterias.
En Escherichia coli los niveles de cAMP fluctuan marca 
damente en funciôn de la fuente de carbone présente en el medio 
de cultivo (258). Cuando las bacterias detienen su crecimiento co 
mo consecuencia de la consunciôn de la fuente de carbono, se pro­
duce un aumento de los niveles de cAMP. Parece, pues, que la tran 
siciôn entre el periodo de crecimiento y el estado estacionario 
se caractérisa por una elevaciôn del cAMP en la célula (259), Efeç 
tos de este tipo se observan mejor cuando se cultivan las bacte­
rias en medios con varios nutrientes carbonados (260).
En Escherichia coli la regulaciôn de los niveles de cAMP 
por los azûcares es un fiel reflejo de los cambios de actividad
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de la adenilato ciclasa (262). Asi en las células intactas (263) 
o permeabilizadas (258) la glucosa inhibe la adenilato ciclasa, 
sin embargo, cuando se trabaja con células rotas la glucosa no afeç 
ta a la actividad de la enzima (258).
Por otra parte, se ha demostrado que en Brevibacterium 
liquefaciens el piruvato tanto "in vivo" como "in vitro" activa 
la adenilato ciclasa (49, 99, 264, 272). Como activadores en este 
sistema se han descrito también algunos a-cetoâcidos (a-cetobuti 
rato, a-cetovalerianato), âcidos monocarboxilicos (acetato, acri 
lato, propionato, butirato) y aminoâcidos (glicina, alanina) (49)
Si bien parece que en el caso de la alanina la activaciôn trans- 
curre "in vivo" previa transformaciôn de la misma en piruvato por 
la D-aminoâcido oxidasa (264).
En células de, Escherichia ooli tr at ad as con tolueno, el 
PEP puede activar la enzima (265). En estas bacterias parece que 
los mecanismos de regulaciôn de la adenilato ciclasa se han escla 
recido, en parte, gracias a los trabajos de Peterkofsky y col (262, 
265-267, 270) quienes propusieron que la disminuciôn de los niveles 
de cAMP que se observa cuando un azücar se eneuentra présente en 
el medio de cualtivo, era debida a la interacciôn de algün compo 
nente del sistema de transporte de azûcares con la adenilato ci­
clasa. Los efectos mâs pronunciados fueron observados con los 
azûcares transportados por el sistema PTS ("phosphoenolpyruvate: 
sugar phosphotransferase system"). Este sistema es un complejo 
multienzimâtico de proteinas ligadas a membrana y solubles (268), 
cuya actuaciôn puede resumirse en el siguiente esquema:
PEP + Enzima I  Enzima I - P + piruvato
Enzima I - P + HPr — HPr - P + Enzima I 
HPr - P + Enzima II — *■ Enzima II - P + HPr 
Enzima II - P -t- azûcar — » azûcar - P + Enzima II
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Las proteinas Enzima I y HPr son solubles y la Enzima 
II estâ ligada a membrana, siendo ésta especifioa para cada azû­
car.
Los estudios mâs recientes utilizando mutantes defectuo 
SOS en algûn componente del sistema PTS (260, 269) han conducido 
al esclarecimiento parcial del mecanismo por el cual se inhibe la 
adenilato ciclasa y que puede resumirse en el siguiente esquema:
HPr
PEP El El - P  AZUCAR - P
AZUCAR
Mg-ATP ^^NILATO CICLASA_ _  , pp.
Este mecanismo predice que los factores que estimulen 
la fosforilaciôn de la Enzima I, como el PEP, serân activadores 
de la adenilato ciclasa, en tanto que los que estimulen su des- 
fosforilaciôn como son los azûcares y el piruvato disminuirân la 
biosintesis del cAMP. Sin embargo, la contradicciôn entre el efeç 
to activador del piruvato en Brevibacterium liquefaciens e inhi- 
bidor en Escherichia coli hace dudar de la validez general de es­
te mecanismo.
Por ûltimo sehalaremos que Hewlett y col (27l) han des 
crito que la adenilato ciclasa extracitoplâsmica de Bordetella 
pertussis puede ser activada por un factor présente en higado de 
bovino y eritrocitos de oveja, conejo y humanos, estable al ca­
lor y al tratamiento âcido o bâsico, sensible a pronasa y tri£ 
sina y con un peso molecular de 40 000 D. A este respecte, la 
naturaleza patôgena de esta especie bacteriana para el hombre pue 
de contemplarse a la luz de la simultanea presencia en algunas 
circunstancias de activador y bacteria.
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1.2.14. DESARROLLO Y DIFERENCIACION
Rosen y col (273) Fueron los primeros en observar que la 
expresiôn de la sensibilldad de la adenilato ciclasa a las hormo- 
nas, podxa ocurrir en un estado de desarrollo posterior a la ex­
presiôn de la actividad oatalltica. Schmidt y col (274) aportaron 
también datos concluyentes acerca de la diferencia en el tiempo 
de desarrollo de las respuestas de la adenilato ciclasa de cerebro 
a catecolaminas y la apariciôn de la actividad basai, sin embargo, 
no se ha podido establecer si el fenôraeno se debe a la ausencia 
del componente receptor o a la falta del componente de acoplamien 
to. Sobre este particular los trabaJos de Perkins y col (51, 123) 
derauestran que el receptor catecolaminico puede estar présente co 
mo tal en el cortex de cerebro de ratas en desarrollo antes de 
su acoplamiento con el componente catalitico de la adenilato cicla 
sa. Entre los dlas 10 y 12 postnatales de la rata se produce un 
marcado incremente de la sensibilidad de la enzima a la norepine- 
frina, lo que indicarla la fase inicial del acoplamiento; sin em­
bargo, antes del dla 11 el efecto de la norepinefrina se puede ob 
servar en presencia de adenosina, lo que sugiere que en los pri­
meros dlas después del nacimiento el acoplamiento entre el recep­
tor y la enzima se hace a través de mecanismos que requieren la 
presencia de otros cofactores.
Estudios mâs recientes con adipocitos de rata (275) de 
rauestran que a medida que se produce el envejecimiento del animal 
disminuye el numéro de receptores /î-adrenôrglcos as! durante el 
période de maduraciôn 1-8 mes es el ntimero de receptores aumenta 
proporcionalmente a la superficie celular alcanzando un mâximo de 
40 800 receptores por célula. For el contrario, de los 12 a 30 me 
ses de vida aunque el tamaho de la célula permanece invariable el 
nûmero disminuye hasta 7 200 receptores por célula. Estas modifi- 
caciones estân acompahadas de una pérdida de sensibilidad de la
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adenilato ciclasa a las catecolaminas, aunque la respuesta de la 
enzima al MaF no varia significativamente desde el primer mes de 
vida, Esto indica que los receptores y componentes cataliticos se 
desarrollan independientemente,
Sicard y Aprille (276) han investigado el comportamien- 
to del sistema en el desarrollo del higado de rata concluyendo que 
la sensibilidad al glucagôn durante los ultimas dias de la gesta- 
ciôn no esté limitada por el desarrollo de los sitios guanidicos 
de la enzima. El periodo prenatal de 7 a 4 dias se caracteriza por 
un incremento del nûmero de receptores o de las unidades que rea­
li zan el acoplamiento con la enzima, mientras que, en el periodo 
perinatal los receptores y la enzima se desarrollan al unisono.
Es de resaltar , ademàs, que la mayor actividad basai se observa 
en los primeros dias despues del nacimiento.
También en el pulmôn de rata (277) se ha observado que 
la actividad basai mâxima de la enzima se alcanza a los pocos dias 
después del nacimiento y permanece elevada hasta la madurez. Si- 
raultaneamente se ha detectado la presencia de algûn factor de ti- 
po protéico,de tal suerte que sus niveles son bajos durante la ges- 
tacién o los primeros dias de vida en que la actividad basai es 
baja y la norepinefrina y el NaF produce una activaciôn mâxima, 
mi entras que cuando estos factores citoplâsmicos aumentan, la ac­
tividad basai de la enzima se eleva y la activaciôn por norepine­
frina y NaF es menor. Este factor o factores citoplâsmicos no pa- 
rece ser ni fosfodiesterasa, ni el regulador dependiente de GTP, 
ni la calmodulina. Factores anâlogos, o relacionados han sido de- 
tectados también en higado (278-281), corazôn (280) y adipocitos 
(67, 282).
Otros estudios del desarrollo ontogénico de la adenila­
to ciclasa se han realizado en varies tejidos del cerdo (283), te 
jido vascular de rata (284), higado (285-287), cerebro (288, 289),
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corazôn (290),retina (296) y otros tejidos (288, 290-292). Aunque 
es difîcil generalizar se puede afirmar que, en general, el cAMP 
i n c r e m e n t a marcadamente sus niveles después del nacimiento para 
decrecer después con la edad, en tanto que, la actividad basai de 
la adenilato ciclasa también se incrementa después del nacimiento 
pero no suele variar raucho con el desarrollo, aunque si lo hace 
su capacidad de respuesta a las hormonas, que es alta en los dlas 
prôximos al nacimiento y decrece después con la edad (51, 123, 27 3- 
277, 285-287, 292-295).
Otro aspecto- interesante lo constituye los estudios rea 
lizados en cultives celulares sobre la influencia de los nucleoti 
dos clclicos en el desarrollo de los mismos y sus alteraciones pa 
tolôgicas.
Los cultives de fibroblastos constituyen un sistema ade 
ouado para taies investigaciones siendo en elles donde se ha rea­
lizado el mayor nâmero de trabajos.demostrândose que los niveles 
de cAMP disminuyen en los fibroblastos transformados por virus 
(297-301). Si estos bajos niveles fueran responsables de algunas 
de las propiedades de ■ las células transformadas, deberia ser po 
sible alterar estas propiedades elevando el contenido intracelu- 
lar del cAMP. De hecho, esto es lo que parece ocurrir, ya que la 
morfologla anormal, el crecimiento râpido, el decrecimiento de 
la adhesividad y el incremento de la aglutinabilidad de las cé­
lulas tumorales revierten hacia comportamientos normales (297, 
30-304). Esto podrla indicar que las alteraciones en el metabo­
li smo del cAMP son en cierta forma responsables del proceso de 
transformaciôn.
Muchas lineas de células normales crecen en cultivo 
logaritmicamente hasta que llegan a establecer contacte entre 
si. En este momento se detiene’ el crecimiento o transcurre a 
menor velocidad. Este proceso se conoce con el nombre de inhi-
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biciôn por contacto o inhibiciôn del crecimiento dependiente de la 
densidad. Estâ claramente establecido que cuando se produce la in­
hibiciôn, los niveles de cAMP se hallan muy elevados (298, 300,
305, 306), lo cual indicaria que este incremento del nucleotido 
séria el responsable de la detenciôn del crecimiento. Para mayor 
confirmaciôn se ha encontrado que los procesos que revierten la 
inhibiciôn del crecimiento, como son, la adiciôn de suero fresco 
y el tratamiento con proteasas también disminuyen los niveles de 
cAMP (294, 305, 307); las células transformadas, sin embargo, con 
tinuan creciendo hasta alcanzar elevadas densidades de poblaclôn 
y no muestran elevaciôn en los niveles de cAMP lo que indica que 
la transformaciôn impide el ejercicio de los mecanismos de control 
del crecimiento impidiendo que la célula alcance los niveles de 
cAMP necesarios para detenerlo. Esto parece debido a que la célu­
la transformada pierde la capacidad de elevar la actividad de ade 
nilato ciclasa mâs que a un aumento de la actividad fosfodiesterâ 
sica, como se ha demostrado en células del tipo KNRK, MNRIC, CEF- 
-RSV-BH y CEF-RSV-SR (301).
Anderson y Pastan (301) sugieren la posibilidad de que 
unos factores citoplâsmicos que denominan (MAC) sean junto con la 
prostaglandina PGE, los responsables del incremento de la activi­
dad de adenilato ciclasa en células normales. Las células trans- 
formadas poseen niveles mâs bajos de estos factores moduladores 
(MAC), o bien, no responden a los mismos. Posiblemente las alte­
raciones en el contenido de âcido siâlico, glicollpidos y glico- 
proteinas de las células transformadas sean los responsables del 
decrecimiento en la actividad de la adenilato ciclasa. Un modelo 
que recoge las diferentes alteraciones que los virus de sarcoma 
pueden causar en la adenilato ciclasa de fibroblastos ha sido pro 
puesto por Anderson y Pastan (301).
Otros aspectos de la influencia del calcio y los nucleo
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tidos clclicos en el control de la proliferaciôn han sido revisa- 
dos por McManus y col (308) y Ryan y Heidrich (313).
Segûn Dulbecco y col (309) el cAMP extra o intracelular 
parece jugar un papel muy importante como sehal iniciadora de la 
formaciôn de agregados de células estratificadas en cultives de 
células LA7. Sugerencias anâlogas han sido hechas por otros inves 
tigadores (310-312).
El cAMP disminuye la proliferaciôn de células de neuro­
blastoma y glioma y causa la expresiôn de caracterlsticas mâs di- 
ferenciadas y menos anaplâsticas (148).
Aunque aûn se estâ muy lejos de comprender como lleva 
a cabo el cAMP su acciôn sobre los procesos de diferenciaciôn, lo 
cierto es que estos estudios han conduoido ya a la obtenciôn de 
magnxficos resultados en otros aspectos, como la obtenciôn de célu 
las transformadas que prèsentan deficiencias en alguno de los corn 
ponentes de la adenilato ciclasa (314) lo que ha permitido, a 
Ross y Gilman (52) plantear un complejo modelo estructural de la 
enzima.
Los experimentos de Bourne y col (318) son claro ejemplo 
de como la selecciôn de mutantes celulaires car entes de alguno de 
los sistemas implieados en el metabolismo del cAMP puede contri­
bu ir al esclarecimiento de los procesos que dan origen a la deten 
ciôn de la proliferaciôn celular.
Parker (185) ha propuesto como resultado de sus inves­
tigaciones sobre los efectos de sustancias mitôgenas en linfoci- 
tos una teoria de acciôn bifâsica para el cAMP sobre la prolife- 
raciôn celular. La opiniôn general es que los niveles de cAMP en 
las células transformadas son inferiores a los normales y por ello 
no se detiene el crecimiento sin embargo, existen algunos ejemplos 
en los cuales la acuraulaciôn de cAMP favorece la transformaciôn 
(273). A la vista de esto se postula que, posiblemente, el efecto
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inicial de la transformaciôn es un incremento del cAMP en un de­
ter min ado compartimente intracelular, como consecuencia de algu- 
na perturbaciôn a nivel de transporte a través de permeâforos. 
Una vez superada esta primera etapa, cuando la célula se hace to 
taimente neoplâsica es cuando se produce la bajada en los nive­
les de nucleotido.
Por ûltimo, merece la pena senalar que lo mâs probable 
es que en la regulaciôn de los procesos de desarrollo y diferen­
ciaciôn intervengan de forma coordinada el cAMP y el cGMP. Sobre 
este particular pueden verse varias revisiones en (315-317).
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1.3. GUANILATO CICLASA
1.3.1. DISTRIBUCION
Desde que la guanilato ciclasa se detectara por primera 
vez por tres grupos distintos de investigadores en 1969 (11, 12, 
319) hasta nuestros dias, son rauchos los sistemas biolôgicog que 
se han analizado para detectar su actividad. La guanilato ciclasa 
ha sido identificada en todos los tejidos de mamifero excepto en 
el esperma (320). Se enouentra ampliamente distribuida por todo 
el reino animal (321, 322), incluyendo ensectos (323-325), molus- 
cos (326), aves (326) y peces (326). También se ha encontrado en 
bacterias (327-329) y aunque todavia no ha sido posible su évalua 
ciôn en plantas, séria lôgica su presencia dada la existencia de- 
tectada de cGMP (330).
La distribuciôn de la enzima después de la rotura celu­
lar varia de unos tejidos a otros; desde tôtaimente soluble, en 
plaquetas (331), a ser totalmente particulada en rihôn de cveja 
(332) y esperma de erizo de mar (333), siendo lo mâs freçuente que 
la enzima se distribuya entre ambas fracciones (322). La actividad 
en la fracciôn particulada se ha identificado con la membrana pla^ 
mâtica, reticulo endoplâsmico, mitocondria y nûcleos (334). Igual 
que ocurria con la adenilato ciclasa soluble de bacterias, hoy se 
piensa que la guanilato ciclasa se eneuentra originalmente unida 
a las membranas y que su solubilidad es una mera consecuencia del 
proceso de homogeneizaciôn (334). Las propiedades diferenciales de 
la enzima soluble y particulada que en algiln momento se considéra 
ron sehales distintivas de especies diferentes de enzimas, han si 
do puestas en entredicho por Garbers(335), al mostrar que taies 
propiedades, lejos de ser intrinsecas, vienen condicionadas por 
el entorno.
En un tejido particular, es posible encontrar una seleç.
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tiva acutnulaciôn de la enzima en estructuras discretas o tipos ce 
lulares determinados. Asi, se eneuentra una alta actividad en la 
retina y dentro de ésta en estructuras ciliares, en sinaptosomas,
I glomerulos, microvellosidades, flagelos, etc (334),
j Por ûltimo, sehalaremos que algunos estudios realizados
sobre la distribuciôn de la enzima en la fracciôn particulada o 
soluble en funciôn de determinadas circunstancias, como regenera­
ciôn, transformaciôn, nacimiento, tratami entos hormonales, etc 
(334), han complicado las teorxas acerca de la regulaciôn de la 
enzima, ya que se considéra la in t er c onver s i ôn de estados como po- 
, sible mecanismo regulador;
j 1.3.2. ESTRUCTURA
La enzima ha sido purificada de diversas fuentes y los 
pesos moleculares asignados varian ampliamente (tabla 9).
TABLA 9 : Pesos moleculares asignados para la guanilato ciclasa de 
diferentes fuentes
PROCEDENCIA PESO MOLECULAR REFERENCIA
Escherichia coli 30 000 D 329
Caulobacter crescentus 140 000 D 327
Médula de rihôn de rata (soluble) 154 000 D 336
Plaquetas humanas 180 000 D 337
Esperma de erizo de mar 182 000 D 335
Médula de rihôn de rata (particulada) 310 000 D 338
Pulmôn de rata 700 000 -900 000 D 339
La enzima mâs pura hasta hoy lograda es la que Garbers 
obtuvo de fracciôn soluble de pulmôn de rata (340). Esta enzima
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fue purificada 23 000 veces, hasta homogeneidad, presentando una 
actividad de 700 nmol/min/mg de protelna a 37°C en presencia de 
4.8 mM de MnCl^ Y 100 M de GTP. Su peso molecular es de 151 000 D 
pero en electroforesis en presencia de SDS se obtienen dos bandas 
de 79 400 D y 74 000 D, de lo que se deduce que la enzima se en- 
cuentra como dlmero en forma soluble.
Otros datos estructurales han sido estudiados por Neer 
y col (336, 338) en la enzima soluble de médula de rihôn de rata, 
encontrando para la enzima un radio de Stokes de 54 X, un volûmen 
especifico parcial de 0.75 ml/g, un valor de f/f^ de 1.4, una re- 
laciôn axial de 7 y un-valor de S^q ^ de 6.3 s.
La guanilato ciclasa de varias fuentes parece poseer un 
grupo.sulfhidrilo necesario para la actividad, ya que ZnCl^, CdCl^ 
HgClg, p-hidroximercuribenzoato, p-cloromercurifenilsulfonato y 
N-etilmaleimida inactivan la enzima, siendo revertida esta inhibi 
ciôn por ditiotreitol (334). Este àitio parece que es accesible en 
la célula Intacta, ya que la adiciôn de N-etilmeleimida a una sus. 
pensiôn de;células provoca una disminuciôn de los niveles de cGMP 
(334). La importancia de este sitio y su implicaciôn en el siste 
ma de regulaciôn por ôxido-reducciôn serân discutidos mâs adelan 
te.
1.3.3. CARACTERISTICAS CINETIÇAS
En sus aspectos cinéticos la enzima se asemeja a su ho- 
môloga la adenilato ciclasa y a otras enzimas que utilizan nucleo 
sidostrifosfatos como sustratos. Présenta un requerimiento abso­
lute de un catiôn divalente el cual forma con el GTP el verdadero
sustrato de la enzima, el complejo M e - G T P .
2+ 2+
La enzima utiliza Mn y Mg , indistintamente, como ca 
tiôn, aunque , por norma general, el Mn^^ es del orden de diez ve 
ces mâs potente que el Mg^^, el cual puede a veces ser inactive 
(341); en algunos casos exoepcionales la enzima puede manifestar
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su actividad en presencia de (339), Fe^^ (331, 341), Sn^ '*’,
Cu^^ y Ni^^ (9). Metales taies como Zn^^, y Cu^^ son habi-
tualmente inhibidores.
La reacciôn que tiene lugar puede esquematizarse:
Me^"^- GTP  -------- - cGMP + PP.
ENZIMA ^
La mayorla de las guanilato ciclasa solubles exhiben un 
comportamiento clâsico de cinética de Michaelis-Menten, con un va 
lor de Km aparente para el Mn^^-GTP comprendido entre 10 y 60 ,<M. 
Las fracciones particuladas normalmente exhiben un requerimiento 
mâs alto de sustrato y una cooper at ividad positiva con unos coefi. 
cientes de Hill del orden de 1.5 a 1.7 5 (334). Los valores de  ^
estân comprendidos entre 70 y 300 uM (334).
La enzima puede utilizar como sustrato ademâs del GTP, 
el dGTP y el ITP originando los correspondientes nucleotidos cl­
clicos con unas actividades relativas de 1, 0.5 y 0.08 respectiva 
mente (342).
El ATP se ha mo s trado como inhibidor en numéros os tejj. 
dos (334), siendo, en general, mâs sensible a esta inhibiciôn la 
enzima soluble. Esta inhibiciôn se atribuye a una competencia en 
tre el GTP y el ATP por el sitio catalitico. Kimura y Murad (322) 
han llegado a postùlar que la guanilato ciclasa soluble, "in vi­
vo", no debe funcionar a menos que existan determinados factores 
que se impongan a la inhibiciôn por ATP.
Por otra parte existen algunos datos sobre la interac- 
ciôn de los nucleotidos en sitios distintos del centro cataliti­
co (346). Seigel y col (347) han encontrado un efecto estimula- 
dor del ATP sobre la guanilato ciclasa microsomal de ûtero, pos- 
tulando que la enzima particulada posee un sitio alostérico acti 
vador para los nucleotidos. También Mato (343) ha descrito el ATP
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como activador de la guanilato ciclasa de D. discoideum sugirien 
do un mecanismo de activaciôn por fosforilaciôn. Este mismo grupo 
de trabajo encontrô también un efecto activador por parte del cAMP 
(344) aunque parece que su acciôn se produce por un mecanismo di^ 
tinto al del ATP. En esta linea estân los estudios sobre el efec­
to inhibidor de la protelna quinasa dependiente de cAMP sobre la 
guanilato ciclasa de cerebelo de rata (345). Si el efecto inhibi­
dor se debe a la fosforilaciôn de la enzima o de otro componente 
del medio, estâ todavia sin resolver, aunque se postula la posibi 
lidad de que el proceso afecte al sitio de uniôn del activador 
NaN .
1.3.4. REGULACION POR ÇATIQNES
Desde los primeros estudios cinéticos de la enzima se
observé que la velocidad de reacciôn dependla de la relaciôn ôp-
tima entre el GTP y el Mn^^. Cuando la concentraciôn de GTP supe
raba a la de Mn^^ se producla una inhibiciôn que podla ser elinâ
2+
nada aumentando la concentraciôn de Mn . L a  enzima soluble pré­
senta una relaciôn ôptima Mn^^/ GTP (4:i), en tanto que la enzi­
ma particulada lo hace en menor proporciôn, (2:1), o incluso no 
présenta requerimiento alguno de métal libre (334). Estas obser- 
vaciones han conducido, al igual que la adenilato ciclasa, a pos 
tuiar la existencia de dos sitios distintos de uniôn para el me­
tal (334, 339, 348).
Con respecto al comportamiento del Ca^^ se ha vis to que
es capaz de estimulair la enzima soluble ailn en presencia de con- 
2+
centraciones de Mn iguales o inferiores a las de GTP; sin em­
bargo, lo que no ha podido ser determinado es si el Ca^^ actila a 
través del sitio metâlico o si al desplazar al Mn^^ del complejo 
con el GTP es el Mn^^ el verdadero activador o si el complejo 
Ca^^-GTP es mâs efectivo en presencia de pequehas concentraciones
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de (339, 348). Sobre la fracciôn particulada el Ca^^ ejerce
un efecto inhibidor en presencia de Mn^^ (334).
El efecto del Ca^^ se puede obtener también con Mg^^.
2+
El Mg estimula tanto la fracciôn soluble como la particulada 
(334).
Existe toda una serie de fenômenos relacionados con los 
cationes que, si bien no presentan una clara explicaciôn, dan
idea de la posible importancia de su intervenciôn en la regula-
2+ 2+ 
ciôn "in vivo". El Mg puede reemplazar al Mn como catiôn o
aumentar su poder relative de activaciôn en determinadas circun^
tancias como son el tratamiento con Triton X-100 (332), acidos
grasos de cadena larga (349) y azida sôdica (350, 351). Por otra
2 +  2-f-
parte el efecto activador del Ca en presencia de Mn antes co- 
mentado se pierde cuando la enzima se activa por NaN^ (351). En 
contraste, la activaciôn por oxidaciôn espontânea conduce a un 
incremento de la potencia activadora del Ca^^ (352).
Por ûltimo sehalaremos que los estudios de Garbers y 
Hardman (346) sobre los efectos de los metales y nucleotidos en 
la inactivaciôn de la guanilato ciclasa de esperma de erizo de 
mar por calor o por N-etil-maleimida, aportan tres conclusiones 
interesantes: (i) La guanilato ciclasa de esperma de erizo de mar 
une métal libre; (ii) la uniôn del metal es requerida para la pro 
tecciôn por nucleotidos ; (üi) la enzima contiene multiples sitios 
para unir nucleotidos.
1.3.5. REGULACION POR OXIDACION Y REDUCCION
La primera indicaciôn de que la guanilato ciclasa podla 
ser regulada por alteraciones de su estado redox fue descrita 
por Boehme y col (331) al estudiar la activaciôn espontânea y de 
pendiente del tiempo que se producla en la enzima soluble de pla 
quêtas en contacto con el aire. La activaciôn se impedia con la
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presencia de DTT. Este fenômeno de activaciôn espontânea se linû 
ta exclusivamente a las enzimas solubles, ya que no se ha obser­
vado nunca con la enzima particulada (334). Los estudios mâs corn 
pletos a este respecto han sido realizados por White y col (353). 
El proceso parece que implica una oxidaciôn, ya que el incremen 
to de la presiôn de 0^ en el medio de incubaciôn acelera la acti 
vaciôn y la sustituciôn de 0^ por la detiene. También el 
ahadida en presencia de inhibidores de catalasa (kCN) o generada 
por acciôn de glucosa oxidasa puede mimetizar la activaciôn espon 
tânea. Los reactivos tiôlicos (2-mercaptoetanol, DTT, glutatiôn, 
cistelna, dimercaptopropanol) impiden la activaciôn.
Los estudios realizados sobre los mecanismos por los 
cuales el âcido ascôrbico provoca una acuraulaciôn intracelular de 
cGMP (354-356) han conducido al hallazgo de que la forma oxidada 
de la vitamina C, âcido dehidroascôrbico puede servir como acti­
vador de la adenilato ciclasa (334, 357). Tanto la enzima soluble 
como la particulada exhiben en este caso una activaciôn como re­
sultado de la aparente oxidaciôn producida por el âcido dehidro­
ascôrbico. Ultimamente se piensa que el verdadero activador pue­
de ser el radical libre monodehidroascorbato, ya que el BHT y 
BHA, antioxidantes reconocidos por su capacidad de atrapar radi­
cales libres, pueden evitar la estimulaciôn por ascorbato y dehi 
droascorbato en células intactas (334, 357).
Sin lugar a duda, los modelos mâs interesantes dentro 
del campo de la regulaciôn por oxidaciôn-reducciôn, han surgido 
del estudio de las nitrosaminas y sustancias nucleôfilas como NaiN, 
NH^OH, NaNOg, fenilhidracina, nitroprusiato, nitrosoureas, nitro 
glicerina, etc. (334, 358, 359). El descubrimiento por parte de 
Murad y col (358) que para la activaciôn por NaN^ se necesitaba 
la presencia de una protelna que copurificaba con la catalasa y 
que podla ser sustitulda por ésta, y el hecho de que el NO se
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cotnportase como un potente activador han conducido a la creaciôn 
de un modelo que puede resumirse en la fig 11. Hay que resaltar 
que las propiedades de la enzima cambian marcadamente cuando se
activa, pudiendo en ese caso utilizar indistintamente el Mn^^ y
2+ 24-
el Mg como metales, siendo inhibida por el Ca y produciendo
cAMP a partir de ATP como si de la adenilato ciclasa se tratase.
En combinaciôn con esto, los estudios sobre la activaciôn de la
enzima por radicales libres del tipo (OH’) (358), también han lie
vado a postular un modelo que queda reflejado en la fig 12. Este
mecanismo podria explicar el porqué algunos procesos y agentes
que favorecen la formaciôn del iôn superôxido (O^ ) y del radical
hidroxilo (0H‘) pueden alterar la acuraulaciôn del cGMP en los te
jidos. Entre estos procesos se encuentra la fagocitosis y libera
ciôn de enzimas lisosoraales (360) y la formaciôn de tromboxanos
y prostaglandinas (357).
Hasta aqui hemos comentado el efecto activador que so­
bre la guanilato ciclasa ejercen toda una colecciôn de sustancias 
oxidantes y el bloquée que sobre la misma provocan los agentes 
tiôlicos. Pero no hemos de olvidar que existe al menos otro pun- 
to de vital importancia para la enzima que necesita encontrarse 
en su forma reducida, ya que agentes taies como el p-mercuriben- 
zoato, M-etilmeleimida., etc,, bloquean la actividad enzimâtica, 
siendo revertida este inhibiciôn por DTT. Los experimentos lleva 
dos a cabo por Kraska y col (352) con enzima soluble de utero de 
r-ata derauestran que una prolongada oxidaciôn de la enzima puede 
provocar una respuesta bifâsica de activaciôn al comienzo e inhi­
biciôn al final , Esta inhibiciôn puede entonces ser revertida 
por DTT. De esto se con d u  y e que deben de existir dos sitios o
eomponentes diferentes susceptibles de oxidaciôn. La oxidaciôn
del primero conduce a la activaciôn de la enzima, y puede ser pre
venida por agentes tiôlicos pero no revertida por ellos. El segun
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FIGURA 11, Esquema de activaciôn de la guanilato ciclasa 
por NO (358).
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de dos sitios susceptibles de oxidaciôn.
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do sitio probablemente implica la presencia de un grupo sulfhi­
drilo asociado con el componente catalitico, cuya oxidaciôn su- 
pone la inactivaciôn de la enzima, siendo ésta prevenida y rever 
tida por DTT (334). Todo esto puede verse recogido en el esquema 
propuesto inicialmente por Bohme y col (359), que aqui aparece 
modificado en la fig 13.
Las investigaciones, sobre el tema, mSs recientes de Ig 
narro y Gruetter (361) indican que la activaciôn por NO, nitropru 
siato, NaNOg y nitroglicerina se realiza a través de compuestos 
nitrosotiôlicos. Esto se fundamenta en que el efecto activador 
del nitrito y de la nitroglicerina se incrementa en presencia de 
ascorbato, cisteina, ditiotreitol y otros agentes reductorBs pe­
ro no en presencia de las formas oxidadas de éstos, encontréndo- 
se ademâs que los nitrosotioles derivados de los mismos son capa 
ces por si solos de incrementar la actividad. Aunque el NO y el 
nitroprusiato no necesitan la presencia de agentes tiôlicos, se 
supone que debido a su gran reactividad se pueden originar espon 
taneamente en el medio de incubaciôn.
1.3.6. HORMONAS Y OTROS AGENTES MODULADORES
A causa de las similaridades de los sistemas de ambos 
nucleotidos, cAMP y cGMP, era de esperar que la guanilato cicla­
sa también estuviese sometida a control hormonal. Sin embargo, 
son muy pocas las investigaciones que describen una activaciôn 
hormonal de la enzima en sistemas libres de células, e incluso 
en rauchos casos las escasas descripciones realizadas no han po­
dido ser confirmadas. La secretina (379) y la pancreozimina (380, 
381) han sido descritas como activadores de la guanilato ciclasa 
en preparaciones de células rotas, sin embargo, Ichihava y col 
(382) han demostrado que el efecto activador se debe a la presen 
cia de sales biliares en las preparaciones crudas de ambas enzi-
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mas, resultando imposlble la activaciôn con enzimas purifioadas 
o sintéticas.
Sin embargo, es obvio que un gran mimero de hormonas y 
drogas pueden aumentar los niveles de cGMP en sistemas "in vivo" 
o con cultivos celulares (334). Si esto es asl y al mismo tiempo 
es imposible demostrar de forma directa algiln efecto activador, 
résulta évidente que el mecanismo tiene que ser indirecte.
Schultz y col (383, 384) basândose en sus estudios en 
"ductus deferens" han demostrado que los incrementos de cGMP pro 
VOcados por la acetilcolina y el son depend!entes de la pre­
sencia de Ca^^. En apoyo de la mediaciôn del Ca^^ en el proceso 
de activaciôn de la guanilato ciclasa existen muchas evidencias 
mâs (334), pero tal vez la mâs interesante la contituye el hecho 
de que el Ca'^ por si solo, en presencia del ionôforo A23187 y 
en ausencia de otros posibles activadores, es capaz de provocar 
un incremento de los niveles de cGMP en varios tejidos (334).
El mecanismo por el cual el Ca^^ contrôla los niveles 
de cGMP es desconocido. Aunque como se ha comentado anteriormen 
te el Ca^^ en determinadas condiciones puede activar la enzima 
soluble, es raucho mâs probable que el efecto se realice a tra­
vés de una cadena de intermediaries donde el primer receptor po 
drla ser alguna fosfolipasa-Ca^^-dependiente o alguna proteasa 
de la membrana (334). El hecho de que en arteria umbilical los 
agentes que requieren la presencia extracelular del Ca^^ para 
incrementar los niveles de cGMP, también requieren la presencia 
de Og (356) apoya la teoria de que en el proceso de activaciôn 
estân iraplicados algunos otros eomponentes ademâs del Ca^^.
Un esquema complejo en el que se interrelaciona el Ca^^ 
y los nucleotidos clclicos ha sido propuesto por Rasmussen y col 
(188) y puede verse en la fig 7.
—  8 0  —
1.3.7. REGULACION POR LIPIDOS
Glass y col (362, 363) encontraron que la guanilato ci­
clasa de plaquetas podria ser activada por âcido araquidônico y 
algunos otros âcidos grasos estructuraimente relacionados. Se re- 
querla que los âcidos fueran insaturados de 20 a 22 âtomos de car 
bono, tuvieran una estructura N-6 y un mlnimo de tres dobles en­
laces, para que la activaciôn tuviera efecto. Los âcidos grasos 
saturados monoendicos o diendicos y las prostaglandinas E^, E^, y
fueron totalmente inefactivas. El efecto activante del araqui 
2a  —
dônico se realiza exclusivamente sobre la Vmax, sin afectar ape- 
nas a la Km, y de una forma no cooperativa como indica el coefi- 
ciente de Hill obtenido de 0.98. Lo mâs impresionante de estos 
hallazgos fue que los requerimientos estructurales para la activa 
ciôn son los mismos que requieren los sustratos de la âcido graso 
ciclo-oxigenasa (prostaglandina sintetasa).
Por otra parte se vio que los agentes antiagregantes 
plaquetarios, como la aspirina y la indometacina, que bloquean la 
transformaciôn del araquidônico en tromboxanos y prostaglandinas 
endoperôxido PGG^ y PGH^, inhibiendo la âcido graso ciolooxi- 
genasa (364), podxan evitar la elevaciôn de los niveles de cGMP 
(363). Era pues de esperar que estos metabolitos fueran los ver 
daderos activadores de la enzima. Asi Glass y col (365) demostra 
ron que la prostaglandina endoperôxido PGG^ podla activar la gua 
nilato ciclasa de plaquetas, Una serie de estudios posteriores 
realizados por Goldber y col (357) con distintos âcidos grasos, 
prostaglandinas, prostaglandinas endoperôxidos e hidroperôxidos 
han confirmado los primeros hallazgos. Los ensayos han sido rea 
lizados con guanilato ciclasa de células esplénicas y el resul­
tado de los mismos puede darse en orden de potencia activadora:
PGGg > 15-OOH-PGE^ > 13-OOH-18:2 > 12-00H-20:4 > PGH^ > 15-00H-20:4 
> 12-0H-20:4 > 13-0H-18:2. En cuanto a los âcidos grasos el 20:4
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y el 18:2 presentaron cierto efecto activador frente a la inefeç 
tividad absoluta del 18:1, 18:0 y ETY. La efectividad de la acti 
vaciôn parece estar relacionada con la oxidaciôn de algûn grupo 
sulfhidrilo, ya que el DTT puede evitar y rever tir el i.proceso en 
tanto que el ^^2^2^4 puede evitarlo. De los estudios de ac­
tivaciôn conjunta por PGG^ y DHA (âcido dehidroascôrbico) este 
grupo concluye que existen al menos dos sitios de oxidaciôn res­
ponsables de la activaciôn, distintos del centro catalitico. A 
uno le denominan sitio de oxidaciôn hidrofilico accesible para 
el DHA y al otro hidrofôbico accesible para el PGG^.
En cualquier caso, en la activaciôn lipîdica parece 
que subyace un fenômeno diferente a la oxidaciôn, ya que los efeç 
tos de los âcidos grasos antes expuestos no pueden ser atribui- 
dos facilmente a fenômenos de oxidaciôn (357, 362, 363). Ademâs 
Wallach y Pastan (349) han sehalado que la guanilato ciclasa par 
ticulada de fibroblastos puede ser estimulada por âcidos grasos 
saturados e insaturados. Los âcidos grasos saturados de 12 a 16 
âtomos de carbono fueron efectivos. Es de destacar que el efec­
to se observa mejor en presencia de Mg^^, ya que altas concen­
traciones de Mn^^, que elevan la actividad basai, oscurecen la 
activaciôn.
Existe, sin embargo, ciertas dudas acerca de la espe- 
cificidad de estos mecanismos, ya que los detergentes no tônicos 
Lubrol PX y Triton X-100 pueden producir también una activaciôn 
(334). Ello parece estar a favor de una activaciôn inespecifi- 
ca por efecto surfactante por parte de los âcidos grasos. Ahora 
bien, esto no quiere decir que los âcidos grasos no puedan ju­
gar un importante papel regulador en la actividad de la guanila­
to ciclasa.
Un efecto activador por parte de PS (fosfatidilserina)
(366), PI (fosfatidilinositol) (334) y LPC (lisofosfatidilcolina)
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(367) ha sido asi mismo puesto de manifiesto. Aunque en el Ulti­
mo caso los efectos de la lisolecitina fueron indistinguibles de 
los observados con detergentes no iônicos, se dio la circunstan- 
cia de que al mismo tiempo se provocaba un efecto inhibidor so­
bre la adenilato ciclasa, lo que se ha interpretado en favor de 
un posible papel coordinador de los lipidos en la regulaciôn de 
ambas ciclasas. En relaciôn con estos hechos también se ha obser 
vado que el tratamiento con fosfolipasa A Ô C activa la guanila 
to ciclasa (368-371) en tanto que los mismos tratamientos inâcti 
van la adenilato ciclasa (232, 236, 237).
Un componente que activa la guanilato ciclasa y pare­
ce estar implicado en la regulaciôn del metabolismo lipldico es 
el factor ER (fedback regulator) descubierto por Ho y Sutherland 
(372). Este factor estable al calor se libera al medio durante 
la incubaciôn de adipocitos con agentes lipoliticos y aunque no 
ha sido caractertzado, sus efectos y propiedades son muy simila- 
res a las de los âcidos grasos libres (373). Los efectos activa­
dores sobre la guanilato ciclasa han sido coraprobados tanto con 
células intactas (374) como con fracciones particuladas libres 
de células (37 5).
La enterotoxina de E. coli. termicamente estable, cono 
cida como enterotoxina ST, que es responsable de los procesos 
diarréicos de algunas enfermedades (377), se comporta como un aç 
tivador, tanto "in vivo" como "in vitro" de la guanilato ciclasa 
de membranas de microvellosidades intestinales de rata (376, 377) 
Los dos grupos que han trabajado en este campo, sugieren que el 
cGMP puede ser el responsable del aumento de la secrecciôn intes­
tinal provocada por la enterotoxina. Ademâs se cree que la ST
puede actuar por un mecanismo similar al de los âcidos grasos, 
ya que el Mn^^ y el Lubrol PX impiden la activaciôn de la guani 
lato ciclasa por enterotoxina igual que impiden estos mismos agen
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tes la activaciôn por âcidos grasos de la enzima de fibroblastos 
(349).
El estudio de la actividad de guanilato ciclasa frente 
a la temperatura segiln los grâficos de Arrhenius pone de manifie^ 
to la existencia de un cambio brusco en la actividad de la enzima 
particulada de microvellosidades intestinales de rata a una tem­
peratura de 30 - 1°C (378). Este punto de inflexiôn coincide con 
el de otras enzimas y con la transiciôn termotrôpica de los lipi- 
dos de esas membranas. La inflexiôn desaparece en presencia de 
Lubrol WX, potente activador de la enzima. Esto sugiere que el en 
torno lipldico juega un papel esencial en la modulaciôn de la aç 
tividad.
1.3.8. CGMP Y PROLIFERACION
Ultimamente se ha prestado una considerable atenciôn a 
los mecanismos por los cuales los agentes que inducen el creci­
miento, provocan una proliferaciôn celular a través de los que 
parecen ser exclusivamente procesos a nivel de superficie celu­
lar (385).■- Uno de los estudios realizados con lectinas mitôgenas 
sugiere que el cGMP représenta una sehal positiva para la indue 
ciôn de la 'proliferaciôn en linfocitos (386) y el cAMP actua co 
mo una sehal negativa. Por otra parte, los experimentos de indue 
ciôn de proliferaciôn con insulina y suero en fibroblastos su—  
gieren que una disminuciôn de los niveles de cAMP représenta una 
sehal positiva para el crecimiento celular (301).
Los estudios de Coffey y col (388) aportan datos impor 
tantes acerca de la relaciôn existente entre el Ca^^ y el cGMP y 
sugieren que ambos son eomponentes bâsicos de una sehal que con­
duce a la activaciôn nuclear y la divisiôn celular (387).
Algunos autores han observado un incremento de los ni­
veles de cGMP como respuesta a una estimulaciôn mitogénica (334,
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388), pero otros no han observado cambio alguno (309, 389-391). 
Por otra parte, agentes tales como acetilcolina e imidazol que 
elevan el contenido en cGMP, s6lo estimulan la proliferaciôn en 
presencia de agentes mitogénicos como con .A o fitohemaglutinina 
(334). De esto se deduce que los niveles de cGMP no son los dé­
terminantes del proceso de proliferaciôn, sino que se incremen—  
tan como consecuencia del mismo.
Teniendo en cuenta los efectos provocados por el cGMP 
exôgeno (334) y la asociaciôn observada con la acciôn mitogénica 
de otras sustancias Goldberg y Haddox (334) sugieren que este nu 
cleotido puede representar un papel de modulador positive actuan 
do en paralelo o en secuencia con otros cambios metabôlicos que 
se requieren para la acciôn mitôgena.
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1.4. ADENILATO Y GUANILATO CICLASa  EN INSECTOS
Desde que en 1962 Sutherland y col (4) determinaran la 
presencia de adenilato ciclasa en homogeneizado totales de larva 
de mosca hasta nuestros dias, no pasan de algunas decenas el nû- 
mero de publicaciones que han aparecido haciendo referenda tan­
to a la adenilato como a la guanilato ciclasa de los insectos 
(tablas 10 y 11).
La adenilato ciclasa en insectos es particulada y pré­
senta dentro de las pocas facetas estudiadas muchas analoglas con 
la enzima de mamifero siendo su regulaciôn hormonal caracteristi 
ca lo que fund amen tal men t e las dif erencia. Bodnaryk (405) descri. 
be las caracteristicas de la adenilato ciclasa de cerebro de in-
secto sensible a octopamina de la siguiente forma; (i) El pH ôp-
2+timo, la relaciôn ATP:Mg ôptima, la Km para el ATP, la especi- 
ficidad de metales, los efectos del NaF, GTP y GppNHp son simila 
res a los de la adenilato ciclasa de mamifero sensible a catecol 
aminas; (ii) el EGTA estimula la actividad basai y la estimulada 
por octopamina, en tanto que en cerebro de mamifero inhibe la aç 
tividad basai pero no la estimulada por catecolaminas; (iii) Jun 
to con GTP se necesita un factor citosôlico para activar la fraç 
ciôn particulada; (iv) el antagonista a-adrenérgico, fentolami- 
na, y el antagonista histaminérgico y serotonêrgico ciproheptadi 
na son potentes antagonistas de la octopamina (187, 404, 406);
(v) la relaciôn estructura-actividad para la estimulaciôn por oç 
topamina es diferente a la que necesitaria un receptor dopaminér 
gico o 3-adrenérgico (406).
A parte de la existencia de un receptor especifico oc- 
topaminérgico es muy probable que al menos otros dos tipos mâs 
estén présentes en los insectos, uno dopaminérgico (l87, 404,
405, 409-411) y otro serotonêrgico (187,188, 401-403, 408).
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Resultan de gran interés los datos obtenidos por Mori-
shima (396-398) en euerpo graso de Bombyx mori acerca del papel
2+ 2+ 
del Ca y de la adenosina sobre la adenilato clclasa. El Ca
parece actuar como un activador a bajas ooncentraciones en pre- 
sencia de un factor citosôlico de caracterlsticas parecidas a 
las de la calmodulina de mamxferos (398). En ouanto a la adeno­
sina se ha observado un efecto inhibidor marcadamente dependien­
te de metales divalentes de forma semejante a como ocurre en ma- 
mlferos cuando actua via sitio "P", sin que se descarte por ello 
la posibilidad de que los efectos via sitio "R" puedan permanecer 
enmascarados (396). El papel que la adenosina puede jugar en in­
sectes se desconoce, pero merece la pena resaltar a tal efecto el 
trabajo de Vedeckis y Gilman (414) los cuales han detectado una 
producciôn de elevadas cantidades de adenosina en cerebro y glân 
dula protorâcica de Manduca sexta.
La guanilato ciclasa ha sido escasamente estudiada y 
practicamente no se pueden sacar conclusiones acerca de la regu- 
laciôn de la enzima, si bien, es cierto que en lo que se refiere 
a las caracterlsticas hasta el momento determinadas se asemeja 
mucho a las enzimas de mamxferos.
Aparté de las evidencias directas de la presencia de 
estas enzimas en insectos existen otro tipo de datos mediante los 
cuales se relacionan los niveles de los nucleotidos clclicos con 
paràmetros fisiolôgicos de su metabolismo y desarrollo. Estos da 
tos aportan evidencia indirecta sobre la posible regulaciôn de 
la enzima y por lo tanto merece la pena hacer una reseha de los 
mismos.
El cAMP se ha determinado a lo largo del desarrollo de 
varios insectos: Ceratitis capitata (392, 415, 416), Hyalophora 
cecropia (417), Mamestra confiqurata (418), Qncopeltus fascia- 
tus (419) y Manduca sexta (420). Los niveles del nucleotido se
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h an intentado correlacionar con los dlstintos procesos fisiol6g_i 
COS acaecidos durante el raismo, pero, en general, las relaciones 
son difxciles de establecer, ya que son muchos los mecanismos que 
puèden hacer fluctuar los niveles de cAMP.
La relaciôn entre la /5-ecdisona y los niveles de cAMP 
ha sido estudiada por varios investigadores (393, 395, 414, 415, 
421, 429). Sin embargo, todos los datos son confusos y en buena 
medida contradictories, Los planteamientos mâs acertados parecen 
ser los de Seligman y col (422), quienes después de demostrar que 
el cAMP puede ser el segundo mensajero de la horraona PTF (423) 
han propuesto que la ecdisona media la liberaciôn de dicha hormo 
na esquema que queda reflejado en la fig 14. Por otra parte los 
datos aportados por Vedeckis y col (420) parecen indicar que a 
su vez la secreciôn de /î-ecdisona podrla estar mediada por un 
aumento de los niveles de cAMP en la giândula protorâcica provo 
cada por la estimulaciôn de la misma por la hormona PBH ("Protho 
raciotropic brain hormone").
De todas formas no hemos de olvidar que la interpréta 
oiôn de los niveles de cAMP es dificil, ya que las variaciones 
en la actividad de enzimas taies como la PDE pueden alterar sig 
nificativamente dichos niveles y asl Everson y Feir (4i9) propo 
nen que la hormona JH (hormona juvenil) puede disminuir la con- 
centraciôn de cAMP activando la PDE en Qncopeltus fasciatus.
En lo que se refiere a los niveles de cGMP han sido 
determinados en Ceratitis capitata (416), Acheta domesticus 
(9, 425, 429), Mamestra configurata (418, 427) y varios ortôpte 
ros (425).
De especial interés son los estudios de Spruill y col 
(428) en cromosomas politênicos de Drosophila melanogaster. de- 
mostrando una asociaciôn del cGMP con los mismos, sugiriendo una 
estrecha relaciôn entre el nucleotido y varios procesos asocia-
11
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FIGURA 14. Relaciôn entre la ecdisona y los niveles de 
, CAMP (423).
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dos con la expresiôn genética.
Los experiinentos de Delinger y Wingard (426) atribnyen 
un papel relevante al oGMP en la inlciaciôn del desarrollo del 
adulto en la mosca Sarcophaga crassipalpis.
De los datos aqui apuntados y otros descritos acerca 
de las demâs enzimas y protelnas (cAMP dep.-proteîna quinasa; 
cGMP dep.-proteîna quinasa, fosfodiesterasas y protelnas que unen 
cAMP) implicadas en el metabolismo de los nucleotidos clclicos 
en insectos, se desprende que, al igual que en los mamîferos, e_s 
tos nucleotidos no se limitan a ejercer su misiôn reguladora en 
un aspecto concrete del metabolismo o en un momento determinsdo 
de su desarrollo, sino que su papel regulador se extiende a nu- 
merosas âreas y a todo el periodo de vida del insecto constitu- 
yendo un conjunto homeostâtico aûn poco comprendido.
2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. MATERIALES
12. SOPORTES CROMATOGRAFICOS
Sep had ex G-lOO (40-120^ ) (Pharmacia)
Sephadex G-200 (40-120 ,u ) (Pharmacia)
Blue-Sepharosa-CL-6B (Pharmacia)
Ultrogel Ac A 22 (60-140/% ) (LKB)
Biogel HTP (BIO-RAD)
Bio-Beads-SM-2 (20-50 mallas) (BIO-RAD)
Dowex AG 50W x 4 (H^) (200-400 mallas) (BIO-RAD) 
DEAE-celulosa (Sigma)
Silicagel G (Merck)
Alûmina neutra 90 activa (G.A.-I) (Merck)
Alumina neutra W-200 (G.A. Super I) (Woelm)
Celulosa MN 300 (Dtiren)
22. FILTROS
Whatman GF/C (Whatman)
Millipore HAWP (Millipore)
32. ENZIMAS Y PROTEINAS
Piruvato quinasa (musculo de conejo) (115 u/mg) (Sigma)
Proteina quinasa (corazôn de bovino) (2000 u/mg) (Sigma)
Creatina fosfoquinasa (mûsculo de conejo) (160 u/mg) (Sigma) 
Tripsina (pancreas bovino) (33 u/mg) (Boehringer)
Fosfolipasa A^ (pancreas porcino) (600 u/mg) (Boehringer) 
Inhibidor de tripsina (soja) (1 mg inhibe 1.5 mg de tripsina] 
(Boehringer)
Histona (Tipo IIA) (timo de ternera) (Sigma)
Albumina (fracciôn V) (suero bovino) (Sigma)
Protamina (Sigma)
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Tiroglobulina (tiroides bovino) (Sigma) 
Glutamato deshidrogenasa (hxgado bovino)(Sigma) 
Catalasa (bovino) (sigma) 
u-Amilasa (Bacilus suptilis) (Sigma)
42. ISOTOPOS
(8-^H)gAMP (20-30 Ci/mmol)(Amersham)
(8-^H)cGMP (10-30 Ci/mmol) (Amersham) 
^^P-ortofosfato (30-100 Ci/mg) (Amersham) 
(a-^^P)ATP (80-250 Ci/mmol) (Amersham) 
(a-^^P)GTP (80-250 Ci/mmol) (Amersham)
(y-^^P)ATP (5000 Ci/mmol) (Amersham)
52. DETERGENTES
Triton X-100 (Merck)
Lubrol PX (Sigma)
Dodecilsulfato s6dico (SDS) (Sigma)
62. REACTIVOS DE CENTELLEO 
PPO (Sigma)
POPOP (Sigma)
Naftaleno (Merck)
Dioxano (Carlo Erba)
Tolueno (Carlo Erba)
72. LIP IPOS
Trioleina ( Fluka)
Fosfatidilcolina (Sigma)
Acido oleico (Sigma)
82. OTROS PRODUCTOS Y REACTIVOS
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Nucleotidos (Sigma)
Nucleosidos (Sigma)
Bases püricas (Sigma)
Bases pirimidlnicas (Sigma)
Teofilina (Merck)
GppNHp (Sigma) (Boehringer)
Fosfato de creatina (Sigma)
Fosfoenolpiruvato (Sigma)
Octopamina (Sigma)
Noradrenalina ( Sigma)
Adrenalina (Sigma)
Serotonina (Sigma)
Dopamina (Sigma)
Tiramina (Sigma)
Feniletilamina (Merck)
Isoproterenol (Sigma)
Propanolol (Sigma)
Clorpromacina (Sigma)
Fentolamina (Ciba-Geigy)
Ciproheptadina (Merck)
Yohimbina (Merck)
Trizma-HCl (Sigma)
Trizma-Base (Sigma)
Sacarosa (sigma)
2-Mercaptoetanol (Merck)
Ditiotreitol (Sigma)
Reactivo Folin-Ciocalteau (Merck)
PEG-20 000 (serva)
Azul dextrano (Sigma)
El resto de los prcductos y réactives utilizados son de gxado 
analltico.
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2.2. MATERIAL BIOLOGICO
El GUltivo del diptero Ceratitis capitata (Wiedemann), 
utilizado a lo largo de toda la experimentaciôn se ha realizado 
en el Institute Nacional de Investigaciones Agronômicas (El En- 
cin. Alcalâ de Henares), bajo condiciones controladas de dieta, 
temperatura y humedad (430).
Los insectos se limpian cuidadosamente segiin su estado 
de desarrollo, antes de procéder a su utilizaciôn inmediata o a 
su conservaciôn a -70°C, hasta el momento de su empleo.
2.3. OBTENCION DE CABEZAS DEL INSECTO ADULTO
El procedimiento utilizado para este fin ha surgido 
como resultado de ligeras modificaciones del método puesto a pun 
to con anterioridad en nuestro laboratorio (431).
El adulto farato se transfiere pocas horas antes de la 
emergencia, en recipientes de material plâstico, al interior de 
jaulas especialmente diseKadas para el desarrollo de los adultes, 
A las pocas horas de producirse las primeras emergencias y cuan­
do el niîmero de adultes es considerable se precede al traslado 
de las jaulas a una cêmaTa fria (n_6°C). A los 10 min se pueden 
retirar los recipientes plâsticos que contienen los restes del
pupario y recoger los adultes que permanecen en la jaula. Inme_
diatamente se precede a su congelaciôn en aire liquide para su 
utilizaciôn posterior.
Para la separaciôn de las cabezas del reste del indi- 
viduo se introducen 100 g de insecto adulto congelado en un re— 
cipiente de cristal de 1 1 de capacidad, junto con elementos eu 
bicos de goma de aproximadamente 0.5 cm de arista, todo ello man 
tenido en aire liquide durante 5 min, asegurandose que la congé-
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laciôn es absoluta. Se agita entonces el recipiente de vidrio yi 
gorosamente durante otros 5 min, vertiéndose posteriormente su 
oontenido en un sistema de tamices de malla controlada y decrecien 
te, de tal forma que con una ligera agitaciôn durante 20 s pueden 
obtenerse seleccionadas en el tamiz adecuado aproximadamente 10 g 
de cabezas con despreciable contaminaciôn del resto de los elemen 
tos que constituyen el insecto adulto. Las cabezas asi obtenidas 
son pesadas y homogeneizadas inmediatamente.
Este procedimiento permite obtener cantidades suficien 
tes de material para los ensayos en un tiempo que oscila entre 
los 10 y los 15 min sin que el tejido llegue en ningûn momento a 
descongelarse antes de la homogeneizaciôn y sin que sufra por 
ello perturba'ciôn in ad ecu ad a alguna.
2.4. PREPARACIONES DE MEMBRMTA
El método general seguido para la obtenciôn de las pre 
paraciones de membrana altamente enriquecidas en actividad de ade 
nilato ciclasa, se puede aplicar con ligeras modificaciones de ma 
nipulaciôn a los distintos estadios del insecto con resultados sa 
tisfactorios ; por ello nos cerîiremos a continuaciôn a la descrip- 
ciôn de las operaciones efectuadas con las cabezas del insecto 
adulto , por ser éste el material mâs utilizado en nuestros estudios,
4 g. de cabezas de adulto se homogeneizan en 40 ml de tam 
pôn Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 (25°C), conteniendo 2-mercaptoetanol 
10 mM y EDTA 5 mM. La homogeneizaciôn se lleva a cabo con un di^ 
positivo Potter-Elvehjem equipado con un émbolo de teflôn, median 
te 10 emboladas a 2 000 rpm a 4°C. El homogeneizado se centrifuga 
a 1 000 g durante 5 min. El sedimento se élimina y el sobrenadante 
se centrifuga nuevamente a 2 000 g durante 15 min. Se recentrifuga 
entonces el sobrenadante a 37 000 g durante 15 min y el sedimen
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to se resuspende en tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (25°C), conte­
niendo 2-mercaptoetanol 10 mM y EDTA 1 mM. La suspensiôn se apli 
ca en un gradiente discontinue de sacarosa formado por 15 ml de 
sacarosa 1.0 M y  15 ml de sacarosa 1,5 M preparadas en el mismo 
tampôn que la suspensiôn y se centrifuga a 25 000 g durante 45 
min. La interfase de sacarosa 0-1 M con alta actividad de adeni, 
lato ciclasa se extrae con una jeringa o pipeta pasteur y se la 
va dos veces con 45 ml de tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (25°C), 
conteniendo 2-mercaptoetanol 10 mM y EDTA 1 mM por centrifugaciôn 
a 37 000 g durante 15-min. El sedimento, finalmente, se lava con 
45 ml de tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (37°C), conteniendo 2-mer 
captoetanol 10 mM para obtener una concentraciôn 1-2 mg de pro­
teins por ml y se almacena a -70°C. La preparaciôn de membranas 
asi obtenida se distribuye sierapre en alicuotas de volumen idô- 
neo segûn las necesidades del ensayo a fin de que no sufran des 
congelaciôn hasta el momento de su empleo, conservândose de es­
ta forma durante periodos de 2-4 sémanas sin que se aprecie mo­
dif icaciôn de su actividad.
Todas las operaciones del método se realizan a tempe­
ratura controlada de 0-4^0;
Las centrifugaciones se llevan a cabo en una centrifu 
ga refrigerada Sorvall RC2-B equipada con el rotor SS-34, salvo 
para la centrifugaciôn en gradiente discontinue en la que se em 
plea el rotor flotante HB-4 para evitar distorsiones del gra­
diente.
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2.5. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
2.5.1. ADENILATO CICLASA
2.5.1.1. ENSAYO CROMATCGRAFICO
Este ensayo ha sido realizado conforme al método descri 
to por Salomon y col (15) con pequehas modificaciones. La mezcla 
de incubaciôn estandar contiene tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (37 
°C), 2-mercaptoetanol 10 mM, 0.05 mM ATP (lO nmol conteniendo 5-6 
X  10^ cpm (a-^^P)ATP), 0.75 mM cAMP (l50 nmol), Me^'^Cl^ (lO mM 
cuando se trata de MgCl^ y 1 mM cuando se trata de MnCl^o CoCl^) 
el resto de los cofactores y la enzima (30/ig), en un vo lumen final 
de 200 ,«1. La reacciôn se inicia en la mayor la de los casos por 
adiciôn del preparado enzimôtico de membrana, si bien, en determi 
nadas ocasiones es el ATP el que se utiliza a tal fin. La incuba 
ciôn se lleva a cabo durante 10 min a 37°C. La reacciôn se detie 
ne por la adiciôn de 0.5 ml de ZnSO^ 120 mM frio, intrcduciéndo-
se inmediatamente las muestras en un baflo de hielo y aRadiendo
con rapidez 0.5 ml de Na CO 120 mM. A continuaciôn se adiciônan
3 425 /il de (8- H)cAMP (2 x  10 cpm) y se diluye la mezcla con 0.5
ml de agua destilada. La mezcla se centrifuga a 4 500 g durante
10 min, en una centrifuga de mesa convencional (Wifug Labor) y
el sobrenadante se aplica en una columna de Dowex 50W x 4 (200-
400 mallas) (H^) de 0.6 x 8.0 cm y se lava con 3.0 ml de agua.
A continuaciôn se aRaden otros 3.5 ml de agua y.el eluido se re
coge directamente sobre una columna de alûmina neutra (aproxima
damente 1 g) 0.6 x 3.0 cm, previamente equilibrada con tampôn
Tris-HCl 100 mM,. pH 7.2 (25°C). El eluido inicial se descarta y
a continuaciôn se aRaden 3 ml del mismo tampôn de equilibrado, re
cogiéndose éstos sobre un vial de centelleo al que se adiciônan
15 ml de liquide de centelleo dioxano-naftaleno o tT21.
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La radiactividad recuperada oscila entre 60-80%. Los en 
sayos blancos obtenidos en ausencia de enzima, o de catiôn diva - 
lente o bien por calentamiento a ebulliciôn del preparado enzimâ- 
tico, no suponen en ningûn caso mâs de 20 cpm. Los ensayos reali- 
zados por duplicado o triplicado arrojan variaciones no superiores 
al 5%. Los valores se expresan mediante la media de las détermina 
ciones efectuadas.
2.5.1.2. ENSAYO POR TECNICA DE COMPETENCIA DE UNION ESPECIFICA
El ensayo se basa en la capacidad de ciertas protelnas 
de unir especificamente cAMP. Si se hace competir cAMP marcado 
con cAMP no marcado podremos establecer mediante curvas estandar 
la cantidad de cAMP no marcado que existe en la muestra problems.
El método expeimental se basa en el procedimiento que 
Gilman (433) utiliza para la valoraciôn de cAMP. En él se han in 
troducido una serie de modificaciones para acoplar el ensayo a 
la valoraciôn de adenilato ciclasa. Los cambios se h an efectuado 
segûn el método de Albano y col (434) y los resultados experimen
taies obtenidos en nuestro laboratorio.
La mezcla de incubaciôn tiene la misma composiciôn que 
en el ensayo anterior salvo que en este caso no se utiliza (a-^^P) 
ATP y la concentraciôn final de ATP es de 0.1-0.2 mM.
La incubaciôn se lleva a cabo a 37°C durante 10 min, de 
teniéndose la reacciôn mediante calentamiento a ebulliciôn duran­
te 1 min. A continuaciôn se diluye la muestra con 0.5 ml de tam- • 
pôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (25°C), que contiene 2-mercaptoetanol 
10 mM y EDTA 5 mM. Se centrifuga 10 min a 4 500 rpm, en una cen­
trifuga de mesa Wifug; se toma una allcuota del sobrenadante de
25 ni y se valora frente al receptor de cAMP.
La proteîna que se utiliza se obtiene del propio insec 
to mediante las operaciones que se describen mâs adelante y el ti
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po de ensayo es anâlogo al descrito por Rosen y col (435).
En un volumen final de 100 ul, se incuba por espacio de 
45 min en baRo de hielo, una mezcla que contiene tampôn Tris-HCl 
50 mM, pH 7.5 (25°C), 2-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 5 mM, (8-^H) 
cAMP (1 pmol: 3 x 10 cpm), la allcuota del ensayo de adenilato 
ciclasa y el preparado de proteîna receptora de cAMP. La reacciôn 
se inicia mediante la adiciôn de este ûltimo y se detiene con 1.0 
ml de soluciôn de (NH^)gSO^ saturado y frio. La mezcla se filtra 
a vacio en filtros de fibra de vidrio Whatman GP/C humedecidos con 
la misma disoluciôn de detenciôn y se lava con 6 ml de soluciôn de 
(NH^)gSO^ saturado. El filtro se lleva a un vial de centelleo de 
3 ml de capacidad y se cuenta con el llquido de centelleo dioxano- 
naf taleno.
Las curvas estandar se obtienen introduciendo en el en­
sayo cantidades conocidas de cAMP no marcado y una allcuota del 
ensayo blanco de adenilato ciclasa que no contiene cAMP, previa 
desactivaciôn têrmica del preparado de membranes.
La linearizaciôn de los resultados se consigue repre- 
sentando segûn el método de Brown y col (436), el log (R^ - R^)vs 
log P^, donde P^ représenta los pmoles de cAMP frio aRadidos, R^ 
es la razôn cAMP libre/unido para una adiciôn dada de cAMP frio 
y R^ es la razôn de cAMP libre/unido cuando no se aRade nucleoti 
do frio.
2.5.2. GUANILATO CICLASA
El método esté basado originalmente en el procedimiento 
que Salomon y col (15) utilizan para la separaciôn del cAMP, que 
a su vez se fundamenta en los métodos de White y Zenser(437) y de 
Krishna y Birnbaumer (438).
La idea parte del hecho demostrado por Schultz y col 
(439) de que el cGMP también podla separarse de otros nucleoti­
dos anâlogos mediante la misma résina que utilizaban Krishna y
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col, en tanto que por otra parte White y col habiàn probado ya su 
método para el cGMP.
Se afladiô a esto, una idea original de Garbers y col 
(342) que detenian la reacciôn por la formaciôn "in situ" de ZnCO^ 
lo cual supone al mismo tiempo una primera purificaciôn, como lo 
demuestran los estudios de Chan y Lin (440). Se utilizô Na^CO^ y 
ZnSO^ en lugar de ZnAc^, el cual se coraprobô que interferla en las 
separaciones posteriores.
La incubaciôn Ae realiza en tampôn Tris-HCl 50 mM, pH
7.5 (30°C) y contiene 2-mercaptoetanol 10 mM, GTP 0.33 mM, cGMP
1 mM, MuClg 5 mM, teofilina 10 mM, NaN^ 10 mM y (.»-^^P)GTP (l x
10^ cpm) en un vo lumen final de 150 fil. La reacciôn se inicia por
adiciôn del preparado enzimâtico y se mantiene a 30^0 durante 15
min. En ese momento la reacciôn se detiene por la adiciôn de 1.0
ml de ZnSO^ 0.06 M frio, llevândose a continuaciôn los tubos a un
baflo de hielo donde se aRaden 0.5 ml de Na C0_ 0.12 M. Seguidamen
3 4te se adicionan 25 /< 1 de (8- H)cGMP (3 x 10 cpm) y se centrifuga 
durante 10 min en una centrifuga convencional de mesa Wifug.
El sobrenadante se pasa a una columna de Dowex 50W x 4 
(H^) de 0.6 X  12.0 cm. Se eluye con 2.5 ml de agua y el eluido 
se recoge sobre una columna de alûmina neutra (aproximadamente 
1 g) de 0.6 x 3.0 cm, equilibrada con tampôn Tris-HCl 100 mM, 
pH 7.2 (25°C). El eluido se desecha y a continuaciôn se aRaden
3.5 ml del tampôn de equilibrado, los cuales se recogen sobre un 
vial que contiene 15 ml de llquido de centelleo, dioxano-naftaie 
no o tT21.
Los datos de recuperaciôn, blanco y desviaciones del en 
sayo son similares a los descritos en el ensayo de adenilato ci­
clasa.
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2.5.3. PROTEINA RECEPTORA DE cAMP
Este ensayo se basa en el método que ya apuntaimos ante 
riormente de Rosen y col (435) con algunas modifIcaciones.
La incubaciôn se realiza en un vôlumen final de 100 /il 
en tampôn acético-acetato sôdico 100 mM, pH 4.5 que contiene 2-mer 
captoetanol 10 mM y EDTA 5 mM, junto con (8-^H)cAMP (3-6 x 10^ cpm) 
La reaccciôn se incia por adiciôn de la proteîna a ensayar y se de 
sarrolla durante 45 min a 0-4°C en bano de hielo. La detenciôn se 
efectua por adiciôn de 1 ml de soluciôn de ( N H ^ ) s a t u r a d o  y 
frio. Se filtra a vacio el contenido del tubo sobre un filtro de 
fibra de vidrio Whatman GF/C previamente humedecido con soluciôn 
de (NH^)gSO^ saturado y se lava con 6 ml de la misma soluciôn.
El filtro se introduce en un vial de 3 ml y se cuenta 
con llquido de centelleo dioxano-naftaleno.
Conocida la actividad especlfica del isôtopo utilizado 
y la eficacia del contaje se pueden calcular los pmoles de cAMP 
unidos a la proteîna.
2.5.4. FO S FOPROTEINA-FO S FATA SA
El ensayo se realizô por el procedimiento puesto a pun 
to en nuestro laboratorio (444), basado a su vez en el método de 
Khandelwal y col (445), siendo imprescindible en una primera eta 
pa la obtenciôn del sustrato marcado.
32
La fosfohistona marcada con P se préparé a partir de 
histona de timo de tern era, utilizando ( y-^^P) ATP (Act. esp. 5 000 
Ci/mmol), de acuerdo con el método de Maeno y Greengard (446) con 
ligeras modificaciones. Cada mililitro de mezcla de incubaciôn 
contiene tampôn acetato sôdico pH 6.4 (10 a moles), 100 ng de pro 
telna quinasa de corazôn de bovino, 1 mg de histona, 10 ,u moles 
de acetato magnésico, 10 nmoles de fluoruro sôdico, 2 umoles de 
teofilina, 5 nmoles de cAMP y 5 nmoles de (y-^^P)ATP (5-10 x 10^
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cpm. La reacciôn se lleva a cabo durante 45 min a 30°C y se detie 
ne por adiciôn de 0.25 ml de TCA al 100% por cada mililitro de me_z 
cia. El precipitado final se solubiliza en agua destilada y se di_a 
liza frente a agua durante 34 hr con una membrana Visking Tubing 
18/32 (The Scientific Instrument Centre LTD) con un tamaflo de po- 
ro impermeable a sustancias de peso molecular superior a 6 000 D.
La recuperaciôn de histona al final del proceso varia
32
entre el 60 y 80% y la incorporaciôn de P en la histona es apro 
ximadamente del 35%.
La fosfohistona asi preparada se puede conserver en di­
soluciôn a -20°C durante al menos una sémana sin que se observen 
alteraciones significativas en su composiciôn.
La reacciôn para el ensayo enzimâtico de actividad fo_s 
foproteinaf osf atasa se realiza en un vo lumen final de 200 fil con 
teniendo tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 (37°C), ditiotreitol 0.5 
mM, KCl 0.1 M, MgClg 10 mM, 25-50 g de ^^P-Histona (5-10 x 10^ 
cpm) y el extracto enzimâtico que se quiere ensayar. La reacciôn 
se inicia normalmente por la adiciôn de la preparaciôn enzimâti- 
ca y. se desarrolla a 37°C durante 10 min. Se detiene por la adi­
ciôn de 0.5 ml de TCA al 30% y 0.2 ml de albâmina de suero al 63%. 
Después de mantener los tubos en baRo de hielo durante 10 min, se 
centrifugan en una centrifuga de mesa convencional Wifug, durante 
10 min a 1 500 g y una allcuota de 0.5 ml del sobrenadante se euen 
ta en un vial de centelleo con 2.5 ml de dioxano-naftaleno.
2.5.5. PROTEINA QUINASA
Este ensayo se basa en la propiedad catalltica de estas 
enzimas de transf erir el fosf ato del ATP a un resto de serina o 
treonina de determinadas protelnas.
El método conlleva marcar radiactivamente el fosfato y del
32
ATP con P y determiner la radiactividad incorporada en una pro-
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telna especlfica, generaimente histona, como resultado del proce­
so catalltico.
El medio de incubaciôn contiene tampôn fosfato potâsico 
10 mM, 1 nmol (k-^^P)ATP (2-3 x 10^ cpm), 200 /< g de histona de t_i 
mo de ternera y el preparado enzimâtico, todo ello en un volumen 
final de 200 /<1. Si se en say a la actividad enzimâtica de proteîna 
quinasas dependientes de nucleotidos clclicos, es necesario incor 
porar estos en. el medio de incubaciôn, siendo la concentraciôn 
de cAMP 5 X 10 ^M y la de cGMP 10 ^M, si bien en este ûltimo ca­
so es conveniente elevar la concentraciôn de acetato magnésico ha^ 
ta 100 mM.
La reacciôn se inicia por la adiciôn del preparado enzi 
mâtico y se deja transcurrir durante 5 min a 37°C. Se detiene, en 
tonces, mediante 0.6 ml de TCA 25% frio y los tubos se llevan in­
mediatamente a un bano de hielo para que se complete la précipita 
ciôn de las protelnas del medio de incubaciôn.
En algunas circunstancias, cuando en lugar de histona 
se utiliza protamina es necesario anadir en el momento de la de­
tenciôn 0.2 ml de albûmina (10 mg/ml) para que la precipitaciôn 
del sustrato sea total.
Para determinar la radiactividad incorporada en el pre 
cipitado, se filtra la suspensiôn a vacio por un filtro de vidrio 
Whatman GF/C, de 2.5 cm de diâmetro, humedecido con TCA 18%. A 
continuaciôn, tanto el tubo de ensayo como el filtro sobre el que 
se ha depositado la muestra se lavan con 6 ml de TCA 18%.
El filtro, una vez seco, se introduce en un vial junto
con 3 ml de llquido de centelleo de tolueno y se détermina la 
32
cantidad de P présente en el vial.
El fondo del ensayo se détermina mediante la desnatura 
lizaciôn previa del preparado enzimâtico por ebulliciôn del mis­
mo o por detenciôn de la reacciôn a tiempo 0.
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La desviaclôn en ensayos realizados por triplicado no exce 
de nunca de un 5% del valor medio.
2.5.6. ACTIVIDAD ATPasica
El ensayo utiliza (y- P)ATP como sustrato y la cuanti
ficaciôn de la actividad ATPasica se hace determinando la radiac-
32
tividad del . P liberado.
El medio de incubaciôn contiene tampôn Tris-HCl 50 mM, 
pH 7.5 (37°C), 2-mercaptoetanol 10 mM, 100 nmoles de (y-^^P)ATP 
(15 X 10^ cpm), MgClg. 3 mM, NaCl 140 mM, KCl 20 mM, junto con el 
extracto enzimâtico a ensayar en un vo lumen total de 7 5 ,nl. Cuan 
do se trata de determinar la posible influencia de la actividad 
ATPasica, en el ensayo de adenilato ciclasa fue preciso sustituir 
el MgClg, NaCl y KCl por los cofactores utilizados en el ensayo 
en cuestiôn, ya que de otra forma, las condiciones no serlan corn 
parables.
La reacciôn se desarrolla a 37°C durante 8 min. La de- • 
tenciôn se efectua por adiciôn de 0.9 ml de una soluciôn "quen­
ching" (10 ml de molibdato amônico 2.5%, 12,5 ml H^O). A conti­
nuaciôn se aRaden 10 ul de H^SO^ 10 N y 1 ml de benceno-isobuta- 
nol (1:1). Se agita durante 15 s y se enfrîa en baRo de hielo. Se 
centrifuga a 4 500 rpm en una centrifuga de mesa Wifug. Una all­
oue ta de 0.5 ml de la fase orgânica superior se lleva a un vial
junto con 2.5 ml de llquido de centelleo de dioxano-naftaleno y
32
se détermina la radiactividad del P que contiene.
Es necesario establecer una curva de calibrado, un en
sayo blanco sin proteîna y otro con proteîna sin cofactores. La
curva de calibrado se realiza en las mismas condiciones de ineu
32
baciôn salvo que en lugar del (y- P)ATP se ponen cantidades cre
32
cientes desde 1 nmol a 20 nmoles de ( P)Na^PO^ con una activi­
dad especlfica de 1900 cpm/nmol.
—  1 0 8  —
La recuperaciôn del fosfato liberado es de aproximada­
mente un 45% en el. intervalo antes mencionado.
Si se trata de ensayar la actividad ATPasica (Na^-K^)
dependiente, es recomendable incluir un ensayo que contenga ouabai
na 1 mM, ya que de esta forma se puede controlar la cantidad exaç 
32
ta de P liberado por esta actividad, considerando ese ensayo co 
mo control.
Este ensayo présenta gran dificultad de interpretaciôn 
de los resultados, ya que como lo que se détermina es la libera­
ciôn del fosfato del ATP, ésta puede producirse por mediaciôn de 
otros sistemas enzimâticos entre los que se incluye la propia 
adenilato ciclasa, la cual libera pirofosfato que puede ser hidro 
lizado a su vez por una pirofosfatasa. Es probable, ademâs, que 
parte del pirofosfato como tal, pase a la fase orgânica. Por t o _ 
do esto, el ensayo, salvo cuando se utilicen inhibidores especl- 
ficos de los distintos tipos de actividades ATPasicas, debe^con­
sider arse exclusivamente desde un punto de vista'orientativo,
2.6. TRATAMIENTO TERMICO
El ensayo se desarrolla en dos pasos, una preincubaciôn 
en ausencia de ATP y una incubaciôn en presencia del mismo.
El medio de preincubaciôn bâsico contiene Tris-HCl 50 
mM, pH 7.5 (37°C), 2-mercaptoetanol 10 mM, 150 nmoles de cAMP 
junto con la preparaciôn enzimâtica con actividad de adenilato 
ciclasa (30-50 g de proteîna). En este medio de preincubaciôn 
se pueden incluir ademâs, segûn los experimentos, 2^moles MgCl^, 
200 nmoles MnCl^. 2/«moles NaF, 20 nmoles GTP y 20 nmoles GppNHp, 
ya sea individualmente o debidamente combinados. La preincubaciôn 
se lleva a cabo durante 10 min a 37°C en una incubadora Grant 
S3 30 (Grant Instruments. Cambridge). Pasado este tiempo se Ile- 
van los tubos a un bano de hielo y con la mayor rapidez posible
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se aRaden 10 nmoles (a-^^P)ATP (5-6 x 10^ cpm) junto con los co­
factores deseados para cada incubaciôn, teniendo siempre presen-
2+ 2+
te que la presencia de los cationes Mg o Mn résulta imprescin 
dible. La incubaciôn se realiza en las mismas condicones que el 
ensayo estandar salvo en lo que se refiere al tiempo que en este 
caso es sôlo de 5 min.
En este tipo de tratamiento el control lo constituyen 
las muestras no preincubadas.
2.7. TRATAMIENTO TRIPTICO
Al igual que en el caso anterior los tratamientos tri£ 
ticos se realizan mediante preincubaciones en ausencia de ATP, 
seguidos de la inhibiciôn de la tripsina y el ensayo posterior 
de la actividad de adenilato ciclasa residual.
El método de ensayo estandar consiste en una preincu—  
baciôn en tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (37°C), con 2-mercapto­
etanol 10 mM, 150 nmoles de cAMP, 0.l/<g de tripsina altamente 
purificada y tratada con TPCK, junto con la preparaciôn enzimâ­
tica con actividad de adenilato ciclasa (20-40 /%g de proteîna). 
Ademâs se pueden incluir en este medio los cofactores ya mencio 
nados en el apartado anterior. La actuaciôn de la tripsina se 
lleva a cabo a temperatura ambiente durante un periodo de 10 min. 
A continuaciôn se aRaden 0.4 /%g de inhibidor de soja para trip­
sina y se llevan los tubos a un bàRo de hielo.
Se utilizan como contrôles, ensayos con la misma com­
posiciôn de preincubaciôn, salvo que se detienen a tiempo cero 
con el inhibidor de soja, manteniêndose a temperatura ambiente 
hasta el final de la preincubaciôn.
La acciôn del inhibidor de soja se contrôla comparando 
ensayos en presencia de tripsina detenida a tiempo cero y ensa--
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yos en ausencia de la misma.
Una vez inhibida la tripsina se anaden 10 nmoles de 
(a- p)ATP (5-6 X 10 cpm) junto con los cofactores necesarios y 
se procédé a realizar una determinaciôn de adenilato ciclasa, se 
gun el ensayo estandar.
2.8. TRATAMIENTO CON FOSFOLIPASA A
El ensayo se desarrolla basicamente como el anterior.
La preincubaciôn se realiza en tampôn Tris-HCl 50 mM,pH 7.5 (37°C) 
2-mercaptoetanol 10 mM, 150 nmoles cAMP, 175 nmoles CaCl^, 0.1 /«g 
de fosfolipasa A^ libre de actividad trîptica, junto con la prepa 
raciôn enzimâtica (30-50 ,«g proteîna).
Se anaden ademâs los cofactores igual que se hace con 
el tratamiento térmico. La reacciôn se lleva a cabo a temperatu­
ra ambiente, durante 10 min. Pasado este tiempo se anaden 200 
nmoles de EGTA con objeto de quelar el Ca^^ présente en el ensa­
yo, sin el .cual la fosfolipasa es inactive.
Para evitar la interferencia del tratamiento térmico 
se ensayan contrôles mantenidos a temperatura ambiente, en pre­
sencia de fosfolipasa, pero detenidos a tiempo cero con EGTA. Pa_ 
ra comprobar si la detenciôn de la reacciôn es total y la 
ausencia de efectos proteoliticos se disponen tubos control en 
ausencia de fosfolipasa y eiv presencia de fosfolipasa inhibida 
por EGTA.
Una vez que se detiene la reacciôn con EGTA las mues­
tras se introducen en bano de hielo y se afîaden 10 nmoles de 
('f-^^P) ATP ( 5-6 X 10^ cpm) junto con los cofactores deseados y 
se lleva a cabo la medida de la actividad de adenilato ciclasa 
segûn el procedimiento estandar.
En algunos experimentos después del tratamiento con
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fosfolipasa se afiaden diferentes cantidades de distintos tipos 
de lipidos con objeto de paliar los efectos de la fosfolipasa y 
observar la reouperaciôn de actividad de adenilato ciclasa que de 
ser asx se producirla. La preparaoiôn de los lipidos se hizo por 
sonicaciôn de los misraos en tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (37°C) 
con 2-mercaptoetanol 10 tnM, en un sonic ad or MSE. Los lipidos pre 
parados son fosfollpidos totales de cabezas de Ceratitis capita­
ta (40 mg/ml), fosfatidilcolina de huevo de gallina (10 mg/ml), 
triolelna (10 mg/ml) y âcido oleico (lO mg/ml).
Una vez afladidos los lipidos al medio de incubaciôn se 
mantienen los tubos en bario de hielo durante 15 min, procedién- 
dose a continuaciôn a la realizaciôn de un ensayo estandar de ade 
nilato ciclasa como se describiô anteriormente.
2.9. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE NUCLEOTIDOS
Con objeto de comprobar que el nucleotido purificado en 
el proceso de ensayo de adenilato ciclasa es cAMF, se dispone un 
sistema cromatogrâfico en capa fina que permite resolver los dife 
rentes nucleotidos présentes en el ensayo.
El soporte cromatogrâfico consiste en; 9 g de Celulosa 
MN 300, 54 ml de agua y 2 ml de etanol. La mezcla se bate homoge 
neamente mediant-e una batidora eléctrica manual, asegurândose de 
que no queden particulas o grumos que impedirlan el perfecto de- 
sarrollo cromatogrâfico. El contenido se extiende sobre plaças 
de vidrio de 2Q x 20 cm mediante un extendedor. Las plaças se pre 
paran con un espesor de 250 ^  . Una vez extendidas se dejan secar 
durante un dla evitando que puedan incidir sobre ellas partlqjaSi'-Uf^ . 
las de polvo.
Las muestras a investigar, radiactivas o no, se 
generaimente de forma puntual junto con muestras de nucleo^j
d i b l i o t e c a
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patrones y se desarrollan en un sistema butanol-acetona-acético-
-NH3 ('
(442).
^ 5%)-HgO (7-S-3-3-2) durante aproximadamente 1 hr 30 min
Una vez retiradas las plaças de las cubetas y elimina- 
do el disolvente de su superficie se procédé al revelado median­
te luz U.V. de 254 nm en un aparato Uvatom-70 (Atom). Los nucleo 
tidos aparecen de color violeta intenso, con lo que résulta fa- 
cil la sehalizaciôn de las manchas. Los hR^ mâs importantes a nues, 
tro objeto son:
AT? ADR AMP cAMP HIPOXANTINA ADENOSINA
R^ X 100 7 14 32 46 64 64
Las manchas comparadas e identificadas con los patrones 
pueden ser separadas individualmente de la plaça y transpasadas a 
un vial con llquido de centelleo dioxano-naftaleno a fin de deter 
minar su radiactividad, o bien, eluidas para su valoraciôn espec- 
trofotomètrica; esto ûlsimo résulta mâs complejo dada la diferen­
te solubilidad de los distintos nucleotidos.
Cuando se procédé a la identificaciôn de los productos 
de ensayo de adenilato ciclasa es menester aplicar una mezcla de 
todos los nucleotidos para asegurarse de que los arrastres son 
correctos.
2.10 ANALISIS DE LIPIDOS
2.10.1. EXTRACCION DE LIPIDOS TOTALES. METODO DE BLIGH Y DYER (441)
Se homogeneizan 40 g de insecto adulto con 80 ml de tam 
p6n Tris-HCl 50 mM, pH 7 .5 (25*^C), con 2-mercaptoetanol 10 mM y 
EDTA 5 mM en un aparato de homogeneizaciôn Sorval OMNI-MIXER 
17 220 , manteniendo la temperatura del homogeneizado entre 0-4°C.
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El VOlumen del homogeneizado se considéra como 1 volumen patrôn. 
Sobre esta suspensiôn se ahade metanol (2,1 volûmenes) y clorofor 
mo (l volumen). Se agita durante 15 min mediante un sistema de 
barra magnética, en un recipiente hermêtico previamente gaseado 
con nitrôgeno. Se adicionan a continuaciôn cloroformo (l volumen) 
y agua (1 volumen) y se agita en las mismas condiciones durante 
5 min.
La suspensiôn se centrifuge a 4 000 rpm en una centrlfu 
ga Christ durante 5 min, recogiéndose la fase clorofôrmica infe­
rior.
El sobrenadante se extrae de nuevo con 2 volûmenes de 
cloroformo, se agita y se centrifuge. La fase clorofôrmica se reu 
ne con la anterior. Esta extracciôn se repite dos veces.
Los extractos clorofôrmicos reunidos se lavan con un 
volumen équivalente de la mezcla cloroformo 3 ml - metanol 48 ml- 
- NaCl 0.58% 47 ml, se secan con Na^SO^ anhldro y se concentran 
en un rotavapor Buchi, utilizando si es preciso metanol reactivo 
(anhidro) para éliminer las ûltimas trazas de H^O.
El peso de lipidos totales obtenidos de esta forma fue
de 1.5 g.
2.10.2. OBTENCION DE F0SFX3LIPID0S TOTALES
Se preparan places de silicagel G de 500,u de espesor. 
Con una proporciôn de 40 g de silicagel por 80 ml de agua, es po 
sible obtener 5 places de 20 x 20 cm, utilizando un extendedor de 
plaças Shabdon-Unoplan.
Estas places se activan durante 60 min a 110°C antes de 
aplicar en ellas los lipidos totales anteriormente obtenidos, pre 
via solubilizaciôn en c1or o formo-met ano1 (2:1). La aplicaciôn se 
realizô en banda con un contenido de aproximadamente 50 mg por pia 
ce.
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Una vez seca la aplicaciôn, se separan las distintas cia 
ses de lipidos mediante un sistema hexano-eter-acético (65-35-1). 
El desarrollo dura aproximadamente una hora.
La fracciôn correspondiente a los fosfolipidos permanece 
en la aplicaciôn por lo cual no es necesario revelar la plaça con 
ningûn revelador convencionai de lipidos.
El silicagel que contiene los fosfolipidos se retira cuidadosamen 
te de la plaça y se eluye repetidamente con cloroformo-metanol 
(1-2) y posteriormente con cloroformo-metanol (2-1); éstos eluidos 
clorofôrmicos se secan con Na^SO^ anhidro para disminuir la prcpor 
ciôn de agua en el disolvente y evitar asi que el âcido silicico, 
ligeramente soluble, pueda contaminar la fracciôn lipidica. Una 
vez separado el Na^SO^ se procédé a eliminar el cloroformo-meta­
nol, llevando los fosfolipidos a sequedad hasta pesada constante.
Los fosfolipidos asi obtenidos se gasean con y se con
servan hermeticamente cerrados en un congelador a -20°C.
2.10.3. DETERMINACION DE FOSFORO EN FOSFOLIPIDOS
Para determinar la composiciôn de fosfolipidos de las 
distintas fracciones del gradiente discontinue de sacarosa en la 
obtenciôn de las preparaciones particuladas de adenilato ciclasa, 
se ha procedido a la extracciôn de los lipidos totales de cada una 
de las fracciones y a su separaciôn y cuantificaciôn en clases de 
fosfolipidos.
La extracciôn de los lipidos totales se hizo conforme 
al método de Bligh y Dyer ya descrito y una vez obtenidos éstos 
se pesan y se diluyen con cloroformo-metanol (2-1) para poder 
efectuar la aplicaciôn de los mismos en una plaça de silicagel G 
de 20 X 20 cm de 300 u de espesor. La plaça se activa durante una 
hora a 110°C antes de la aplicaciôn, la cual se hace de forma pun 
tuai con una masa de 1 mg de lipidos totales por aplicaciôn. La
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cromatogrâfla se efectua en dos direcciones perpendieulares con 
dos sistemas de descirrollo diferentes: 12, Cloroformo-metanol- 
amoniaco (6 5-25-5), 29. Cloroformo-acetona-metanol-acético-agua 
(6-8-2-2-1). Es absolutamente necesario asegurarse de que la pla 
ca de silicagel esté completamente seca antes de iniciar el se- 
gundo desarrollo, pudiêndose emplear para tal fin una corriente 
de nitrôgeno.
Las plaças se revelan con vapores de iodo, se marca el 
limite de las manchas y se élimina el iodo por sublimaciôn.
Las manchas. se retir an de la plaça y se introducen di- 
rectamente en sus respectives matraces Kjeldahl.
Para hidrolizar los fosfolipidos se adicionan 0.9 ml 
de HCIO^ al 70% y se calientan los matraces en baho de arena du­
rante 25 min a 250°^C. Se sacan y se enfrlan a temper atura ambien
te, ahadiéndose a continuaciôn 7 ml de agua destilada.
Deben incluirse en esta determinaciôn un blanco con si
licagel de la misma plaça sin lipidos y una serie de muestras 
contrôles con diferentes cantidades conocidas de fosfato inorgâ- 
nico (junto con un blanco sin silicagel) para construir la grâfi 
ca de calibrado.
A continuaciôn, sobre los mismos Kjeldahl se adicionan 
1 ml de molibdato amônico 2.5% y 1 ml de âcido ascôrbico 10% y 
se calientan en agua a ebulliciôn durante 7 min. Se enfrlan en 
hielo, se centrifuga el contenido a 4 500 rpm en una centrlfuga
Wifug, hasta eliminar la turbidez y se lee la absorbancia a 820
nm en un colorImetro Coleman Junior II modelo 6/20.
2.10.4. DETERMINACION DE COLESTEROL EN LIPIDOS TOTALES
Utilizando los mismos preparados de lipidos totales ob 
tenidos en el apartado anterior para la determinaciôn de fosfoli 
pidos, se procédé a la valoraciôn del contenido en colesterol to
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tal (libre y esterificado). Para ello se depositan en un tubo 
B-19 2.5-5 mg de lipidos totales disueltos en cloroformo-metanol 
(2-1) y se secan con corriente de nitrôgeno. Se adicionan 1 ml 
de âcido acètico glacial, 5 ml de FeCl^-acètico (sol. 0.05% de 
FeCl^.6HgO en âcido acético glacial) y 3 ml de H^SO^ concentra- 
do. Se agita y se deja reposar 30 min. Por ûltimo se lee la ab­
sorbancia a 560 nm en un colorlmetro Coleman Junior II modelo 6/20 
La curva de calibrado se realiza sometiendo al mismo 
proceso diferentes allcuotas de una soluciôn patrôn de colesterol 
en âcido acético glacial de 0.5 mg/ml con blancos de referenda 
sin colesterol.
2.11. PURIFICACION PARCIAL DE LA ADENILATO CICLASA
2.11.1. SOLUBILIZACION
El proceso de solubilizaciôn se inicia a partir de una 
muestra particulada procedente del adulto farato o de las cabe - 
zas del insecto adulto en diferentes grados de purificaciôn segûn 
el fin que se persiga. Si se persiguen fines analiticos es conve- 
niente partir del preparado de membrana mâs purificado obtenido 
segûn el procedimiento que se utiliza habitualmente para el ensa 
yo de la enzima de membrana. Si se persigue avanzar lo mâs posi- 
ble en el grado de purificaciôn, se pueden emplear fracciones 
particuladas menos purificadas, como por ejemplo, el conJunto de 
las interfases 1.0-1.5 M y 0.0-1.0 M del gradiente de sacarosa, 
lo cual proporciona una masa proteica mayor.
La solubilizaciôn se realiza manteniendo en agitaciôn 
la fracciôn particulada en baho de hielo (0-4°C) durante 30 min, 
con un tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (25°C), que contiene 2-mer­
captoetanol 10 mM, NaF 5 mM, MgSO^ 5 mM, sacarosa 100 mM y lubrol 
PX 0.5% (p/v) de tal forma que la proporciôn proteina/ detergente
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sea de l/5 (p/p). Pasado este tierapo se ultracentrifuga la mezcla 
a 105 000 g, en una ultracentrifuga Beckman-L4 (Rotor R40)durante 
60 min. El sobrenadante obtenido constituye la primera etapa de 
la purificaciôn, con la proteina ya solubilizada (60%).
Con el mismo sistema operative se puede utllizar en lu 
gar del Lubrol PX, el Triton X-100, si bien, los resultados obte 
nidos son inferiores a los de aquel.
También se han ensayado procedimentos de estabilizaciôn 
previa de las membranas mediante preincubaciôn con guanidilimido- 
difosfato (GppNHp). Para ello 0.5 ml de suspensiôn de embrana (12 
mg proteina/ml) se incuban a 0°C durante 15 min con 0.1 ml de 
GppNHp (8 X 10 "^ M) y 0.1 ml de MgSO^ (8 x 10  ^M). A continuaciôn 
se adicionan 5 ml de tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (25°C) con 
2-mercaptoetanol 10 mM, sacarosa 100 mM y Lubrol PX 0.5%. La me_z 
cla se agita durante 30 min en baho dc hielo y se centrifuga a 
105 000 g durante una hora en una ultracentrifuga Beckman L4 (Ro 
tor R40). El sobrenadante que contiene la enzima solubilizada se 
puede utilizar para los ensayos posteriores.
2.11.2. CROMATCGRAFIA EN BIO-BEADS-SM-2
Para elimineir el .detergente del sobrenadante de ultra- 
centrifugaciôn se siguiô el método de Holloway (443) que utiliza 
una résina de estireno y divinilbenceno comercializada con el nom 
bre de Bio-Beads-SM-2.
Este se puede efectuar tanto en columna como en suspen 
siôn, siendo este ûltimo procedimiento el mâs frecuentemente uti 
lizado.
El sobrenadante de ultracentrifugaciôn se dispone en un 
vaso de precipitados, junto con una cantidad de résina équivalen­
te a 1 g de résina por cada 4 ml de tampôn, lo que supone 1 g de 
résina/ 20 mg de detergente y se agita la mezcla en un baho de 
hielo durante una hora. Para separar el Bio-Beads-SM-2 se utiliza
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un filtro de lana de vidrio.
2.11.3. CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA
El filtrado de la etapa anterior se carga en una colum­
na (1.5 X 10 cm) de DEAE-celulosa, equilibrada con tampôn Tris-HCl 
50 mM, pH 7.5 (25°C), con 2-mercaptoetanol 10 mM, MgSO^ 5 mM, NaF 
5 mM, sacarosa 100 mM y lubrol PX 0.01% (p/v). En algunas ocasio- 
nes se eliminô del tampôn de equilibrado la sacarosa y el lubrol 
PX, ya que en esta etapa no resultan absolutamente imprescindibles
La columna se lava con el tampôn de equilibrado hasta 
que no aparezca absorbancia a 280 nm. Esta absorbancia se deternd 
na mediante un espectrofotômetro de flu.io continue Uvicord II 
(LKB). a continuaciôn se eluye con una soluciôn NaCl 0.1 M en el 
mismo tampôn de equilibrado. En este caso, suelen aparecer en fun 
ciôn del grado de resoluciôn de la columna, très picos en el re­
gistre, el primero de elles mayor que los otros dos. Por ûltimo, 
se eluye la columna con NaCl 0.2 M hasta que no aparezca sehal en 
el registre.
La actividad de adenilato ciclasa se encuentra fundamen 
talmente en el primer pico de éluciôn con NaCl 0.1 M,pudiendo apa 
recer pequehas cantidades de la misma en los otros eluidos. Es 
importante sehalar que toda la eluciôn se realiza en câmara fria; 
(4-6°C).
2.11.4. CONCENTRACION POR DIALISI3
Para concentrar la muestra el mejor método consiste en 
dializar el eluido de DEAE-celulosa frente a una soluciôn concen 
trada de un polimero de peso molecular superior al poro de la bol 
sa de diâlisis.
Se utiliza polietilenglicol PEG 20 000 , al 30% (p/v) en 
tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (25°C) con 2-mercaptoetanol 10 mM,
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NaF 5 mM, MgSO^ 5 nÉi, sacarosa 100 mM y Lubrol 0.01% (p/v).
La muestra se introduce en una boisa de diâlisis Vis- 
king Tubing 18/32 (The Scientific Instrument Centre Ltd.), que 
résulta impermeable a sustancias de peso molecular superior a 
6 000 D.
La boisa de diâlisis se^introduce en polietilenglicol 
y el conjunto se dializa a 4-6°C con agitaciôn constante. El vo 
lumen final de la muestra debe ser de aproximadamente 5 ml.
Tenemos que destacar aqux dos notas importantes. Pri­
mero, es rauy importante que la concentraciôn se realice en el me 
ner tiempo posible para evitar la inactivaciôn de la enzima y 
segundo, hay que controlar siempre la diâlisis por si se produ­
ce turbidez en la muestra, El tiempo de diâlisis se puede acor- 
tar incrementando la concentraciôn de polietilenglicol hasta un 
50 6 60%, o bien, cambiando varias veces el tançôn de diâlisis.
Desde que se procédé a la homogeneizaciôn de la mues­
tra hasta este momento, no deben de transcurrir mâs de 10 ô 12 
hr, ya que la enzima se détériora progrèsivamente a una veloci- 
dad elevadxsima. Después de la concentraciôn, la actividad resi 
dual no super a ntinca el 20% de la actividad inicial, siendo en 
la mayorxa del. los casos inferior al 10%.
El sistema de concentraciôn por ultrafiltraciôn con 
AMICON modelo UF52 equipado con una membrana PM 30 de 62 mm de 
diâmetro, impulsada por corriente de nitrôgeno a una presiôn de 
2-3 atmôsferas y mantenido en baho de hielo, conduce en todos 
los casos a una pérdida absoluta de la actividad, con apariciôn 
de fuerte turbidez en la muestra.
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2.11.5. CROMATOGRAFIA EN ULTROGEL AçA 22
La muestra résultante de la etapa anterior se carga por 
el método de densidad, en una columna (3 x 30 cm) de ultrogel AcA 
22, equilibrada con tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (25°C) con 2-mer 
captoetanol 10 mM, NaF 5 mM, MgSO^ 5 mM, sacarosa 100 mM y Lubrol 
PX 0.01%. En algunos casos ha sido conveniente eliminar la sacaro 
sa del tampôn para aumentar asi el flujo de la columna.
La columna se mantiene a un flujo de 8-10 ml/hr y las 
fracciones de 5 ml de eluido se recogen en un colector automâtico 
LKB 2112 Rediac. La eluciôn se puede seguir mediante absorciôn a 
280 nm con un espectrofotômetro de flujo continuo LKB Uvicord II 
8 300 , acoplado a un registro LKB Chopper Bar Recorder 6 520 . De 
esta forma 'es muy facil la localizaciôn de las fracciones con nue^ 
tra proteina. A veces se hace necesario una determinaciôn espec- 
trofotoraétrica mâs sensible y para ello se utiliza un espectrofo­
tômetro Cary 118 (Varian), midiéndose la absorbancia a 237 nm. La 
cromatogrâfia se desarrolla en unas 12 hr aproximadamente, reali- 
zândose la valoraciôn enzimâtica correspondiente.
Las fracciones se pueden reunir y concentrar por diâli­
sis nuevamente, si bien, considerando la pérdida de actividad con 
el tiempo, suele ser mâs conveniente utilizar exclusivamente la 
zona de mâxima actividad de la columna sin concentrar.
Llegados a este punto la proteina puede tener una acti,
vidad que oscila entre 5 y 15 pmol/50/ulx 10 min, ensayada en pre
sencia de MnCl^ 1 mM en la fracciôn de mâxima actividad.
2.11.6. CONSERVACION DE LA PROTEINA SOLUBLE
La proteina soluble después de la ultracentrifugaciôn
inicial y en todos y cada uno de los pasos, puede conservarse con
gelada a -70°C durante al menos dos sémanas sin pérdida aparente 
de actividad.
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2.11.7. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR APARENTE
La muestra solubilizada segiln se describiô en el aparta 
do anterior fue sometida a una determinaciôn de su peso molecular 
mediante cromatogrâfla de penetrabilidad en Ultrogel AcA 22.
Se utiliza una columna (1.6 x 22 cm) de Ultrogel, prepa 
rada segûn se ha descrito y equilibrada en tampôn Tris-HCl 50 mM, 
pH 7.5 (25°C) con 2-mercaptoetanol 10 mM, MgSO^ 5 mM, NaF 5 mM, 
sacarosa 100 mM y lubrol PX 0.01%. El flujo se mantiene a 7 ml/hr 
Las fracciones se recogen en un colector LKB 2112 Redirac, cali­
brado de tal forma que cada fracciôn de 30 gotas posee un volumen 
de li.2 ml, lo cual p ermite recoger 6 fracciones/hr.
Todas las muestras se cargan en la columna mediante el 
sistema de aplicaciôn por densidad, empleando sacarosa pulveriza 
da.
El volumen de muestra aplicada es de 0.5 ml y la masa 
de protelnas de calibrado utilizada oscila entre 0.5 y 1 mg.
El volumen de exclusiôn de la columna se comprueba con 
azul dextrano, siendo éste de 21 ml.. El azul dextrano se utiliza 
también al final del calibrado de la columna para comprobar la 
perfecta homogeneidad de los desarrollos cromatogrâficos.
Las protelnas utilizadas como referencias fueron;
19. Tiroglobulina de tiroides bovino. Peso molecular 669 000 D 
(2 X 335 000 d). Se présenta también con un peso molecular 
de 1 338 000 D (Edelhoch H. y de Crombrugghe B. (1966) J.
Biol. Chem. 241, 4357).
29. Glutamato deshidrogenasa de hlgado bovino. Peso molecular 
2 000 0 0 0 D (8 X 250 000 D). Se présenta también con un pe­
so molecular de 1 000 000 D y 500 000 D (Apella E. ; Tomkins G.
(1966) J. Mol. Biol. 18, 77).
39. Catalasa bovin a. Peso molecular 232 000 D (4 x 57 000 D )
(Doyhoff M.O. (1973) "Atlas of Protein Sequence and Structu-
- 122 -
re" vol. 5 National Research Pundation. Silver Spring. Md.).
49. a- Amilasa de Bacillus subtilis. Peso molecular 97 600 D
(2 X 48 000 D) (Kakiuchi K., Hamaguchi K ., Iseraura T. (1965)
J. Biochem. (Tokyo) 57, 167).
La detecciôn de los volûmenes de eluciôn de las protelnas 
patrones se realiza mediante el empleo de un espectrofotômetro Ca­
ry 118 (Varian) a longitudes de onda de 280, 230 ô 210 nm segùn 
la sensibilidad requerida.
Todas las éluciones se llevan a cabo por duplicado.
La detecciôn ce la adenilato ciclasa solubilizada se rea 
lizô con 7.5 fil de eluido . La valoraciôn del contenido proteico 
se realiza espectrofotometricamente a 237 nm.
2.12. PURIFICACION DE LA PROTEINA RECEPTORA DE cAMP
2.12.1. HOMOGENEIZACION
Aunque se han utilizado diferentes estadios del insecto, 
el material biolôgico mâs empleado ha sido las cabezas del insec­
to adulto dado que presentan en relaciôn a su masa una mayor ac­
tividad receptora de cAMP.
Se parte habitualmente de 3-4 g de cabezas, las cuales 
se homogeneizan en un homogeneizador Potter-Elvehjem, equipado con 
un émbolo de teflôn, junto con 3 volûmenes de tampôn fosfato pota 
sico 10 mM, pH 7.0, que contiene 2-mercaptoetanol 10 mM. Este pro 
ceso se realiza en frio, procurando que la temperatura de la mue^ 
tra no exceda nunca de los 6°C. El homogeneizado asi obtenido se 
centrifuga a 37 000 g en una centrlfuga Sorvall RC2-B (Rotor SS34) 
refrigerada entre 0-4°C durante 20 min. El .sedimento se despre- 
cia y el sobrenadante se filtra por gasa. A continuaciôn se recen 
trifuga a 37 000 g durante 15 min y el sobrenadante se filtra 
por lana de vidrio muy compacta. El filtrado résultante constitu 
ye la primera etapa del proceso (SCI).
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A continuaciôn se lleva a cabo una precipitaciôn âcida 
o con suifato amônico segûn los fines que se persigan.
2.12.2. PRECIPITACION ACIDA
El filtrado anterior se lleva a pH 4.8 cm con âcido 
acético 1 M, manteniendo la muestra en un baho de hielo, con agi 
taciôn constante. El pH se- détermina mediante un pHmetro Radiome 
ter. Una vez alcamzado el pH mencionado se mantiene en agitaciôn 
durante 20 min. A continuaciôn se centrifuga a 37 000 g durante 
15 min y el sobrenadante se lleva con KOH diluida hasta pH 7.0.
A veces es necesario centrifugar de nuevo la muestra a 37 000 g 
durante 15 min para eliminar la ligera turbidez que aparece. El 
sobrenadante se dispone asi para la siguiente etapa (SH).
2.12.3. PRECIPITACION CON SULFATO AMONICO
El filtrado (SCI) o el sobrenadante (SH), se tratan con 
^^^4^2^^4 perfectamente triturado hasta conseguir un 30%
de saturaciôn. La muestra se mantiene en baho de hielo con agita 
ciôn constante durante una hora y se centrifuga a continuaciôn a 
37 000 g durante 15 min. El sobrenadante se lleva hasta el 70% de 
saturaciôn mediante el mismo procedimiento y se centrifuga a 37 000 
g durante 15 min. El sedimento se resuspende en el mlnimo volumen 
posible de tampôn fosfato potâsico 10 mM, pH 7.0, con 2-mercapto­
etanol 10 mM y se dializa durante una noche frente al mismo tam­
pôn en una boisa de diâlisis Visking Tubing 18/32. Si después de 
la diâlisis, la muestra se encuentra ligeramente turbia, se cen­
trifuga a 37 000 g durante 15 min y el sobrenadante se dispone 
asi para la siguiente etapa (SP).
2.12.4. BIOGEL-HTP
Se prépara una columna (1.6 x 17 cm) de Biogel HTP (Hi
-  1 2 4  -
droxiapatito) equilibrada con tampôn fosfato potâsico 10 mM con 
2-mercaptoetanol 10 mM y se carga con las fracciones (SCl), (SH) 
o (SP), segûn los casos. La columna se eluye a una temperatura de 
4-6°C con un gradiente continuo de fosfato potâsico 10-200 mM, pH
7.0, con 2-mercaptoetanol 10 mM, obtenido por mezcla de 50 ml de 
tampôn fosfato potâsico 10 mM y 200 mM, mediante un sistema de 
formaciôn de gradientes lineales. Las fracciones (3 ml) se reco­
gen en un colector acoplado a un espectrofotômetro de flujo con­
tinuo (4-6°C). El flujo de eluciôn de la columna es de 20 ml/hr 
y para ello la presiôn hidrostâtica es de 50 cm de H^O.
Las fracciones se ensayaron segûn el método de ixniôn de 
cAMP ya descrito, reuniéndose los que presentan actividad recep- 
tora de cAMP sin actividad de proteina quinasa.
2.12.5. CONCENTRACION POR DIALISIS
El conjunto de fracciones de Biogel-HTP de la etapa an
terior se concentran por diâlisis frente a polietilenglicol, PEG
20 000, al 20% (p/v) en tampôn fosfato potâsico 10 mM, pH 7.0, 
con 2-mercaptoetanol 10 mM, utilizando una boisa de diâlisis Vis, 
king Tubing 18/32, a 4-6°C. La muestra se concentra hasta unos 5 
ml.
2.12.6. DIALISIS
Con objeto de eliminar el exceso de fosfato o para cam 
biar el tampôn, siempre que interese detener aqui el proceso de 
purificaciôn, la muestra concentrada con polietilenglicol, se dia 
liza frente a tampôn fosfato potâsico 10 mM, pH 7.0, con 2-mercap, 
toetanol 10 mM o frente a tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (37°C), 
con 2-mercaptoetanol 10 mM cuando se utiliza para determinaciones 
de niveles de cAMP, en las condiciones apuntadas.
A veces résulta interesante utilizar en esta etapa boj.
sas de diâlisis del tipo Visking Tubing 20/32, que tienen un po-
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ro mayor, impermeable a pesos moleculares superiores a 45 000 D, 
con lo que se logra una ligera purificaciôn por eliminaciôn de 
sustancias de peso molecular inferior al tamaho del poro.
2.12.7. SEPHADEX G-lOO
Los 5 nil de la etapa anterior se cargan por densidad en 
una columna (3 x 90 cm-) de Sephadex G-lOO, equilibrada con tampôn 
fosfato 10 mM, pH 7.0, con 2-mercaptoetanol 10 mM. Se eluye la mue^ 
tra con el mismo tampôn manteniendo un flujo de 20 ml/hr a 4-6°C.
Se recogen fracciones de 5 ml mediante colector LKB 2112 Redirac 
y se détermina la proteina eluida a 280 nm mediante el espectrofo 
tômetro de flujo continuo. La actividad receptora de cAMP se de- 
tecta inmediatamente después de la apariciôn de proteina en las 
fracciones correspondientes al volumen de exclusiôn (155 ml deter 
minado por azul-dextrano).
Cuando no se trabaja con la fracciôn de mâxima activi­
dad es necesario procéder a la concentraciôn por diâlisis de la 
muestra como se operô anteriormente,
Llegados a este punto, la cantidad de proteina suele 
ser muy pequeha, pero, ya que la proteina se encuentra mucho mâs 
pura, es interesante determinar en esta etapa las especificida- 
des de uniôn.
2.12.8. SEPHADEX G-200
A veces, en lugar del Sephadex G-lOO se utiliza una co­
lumna (1.6 X 95 cm) de Sephadex G-200, equilibrada y eluida con 
el mismo tampôn que el Sephadex G-lOO con un flujo de 7 ml/hr,re­
cogiéndose Fracciones de 3^ 3 ml.
Con este procedimiento se consigne una mayor resoluciôn 
que en el caso anterior. El volumen de eluciôn de la proteina es 
muy superior al volumen de exclusiôn (50 ml determinado por azul 
dextrano).
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2.12.-9. CONSERVACION
La proteina se puede oonservar a -70°C durante varias^ 
sémanas, sin que se observe pérdida de la capacidad de uniôn de 
cAMP. En la ûltima etapa de purificaciôn se puede producir desna 
turalizaciôn durante el peiiodo de congelaciôn, posiblemente debi 
do a que la masa de proteina es muy pequefla y como hemos observa 
do con otras proteinas la masa puede ser una cuestiôn critica 
en la congelaciôn.
También es posible conservar la proteina a temperaturas 
de 0-4°C en baho de hielo o en câmara fria durante periodos que 
no excedan a una s émana.
2.13. VALORACION DE PROTEINAS
La valoraciôn de proteinas se hizo mediante dos métodos, 
segûn que las muestras tuviesen o no detergente.
2.13.1. METODO DE LOWRY (447)
Este es uno de los procedimientos convencionales mâs uti 
lizados en la determinaciôn de proteinas en ausencia de detergen­
te.
Para realizar la valoraciôn, se prépara una soluciôn de 
Na^CO^ al 2% en NaOH o.1 N (Reactivo A) y una soluciôn de CuSO^. 
4HgO al 0.5% en tartrato sôdico al 1% (Reactivo B). A partir de 
estas dos soluciones se prépara una tercera (Reactivo C), que con 
tiene un volumen de reactivo B por cada 50 volûmenes del reactivo 
A. La proteina que se ha de valor ar se dispone en un tubo de en s a 
yo, diluida con agua destilada hasta un volumen final de 1 ml. Se 
adicionan entonces 5 ml de reactivo C, se agita y se deja reposar 
15 m±n. Transcurrido este tiempo se ahaden 0.5 ml de reactivo Fo- 
lin diluido (l volumen de reactivo Folin-Ciocalteau mâs 2 volûme-
— 127 —
nesde H^O). Se agita y la mezcla se deja reposar 30 min, apare- 
ci endo en los tubos una coloraciôn azul, cuya absorbancia se dé­
termina a 500 nm o a 740 nm si el color no es muy intenso, fren­
te a un blanco preparado sin proteina de la misma forma antes 
descrita. La absorbancia se détermina en un espectrofotômetro Co 
leman Junior II, modelo 6/20.
La,concentraciôn de proteina en el problema se deduce 
a partir de una curva patrôn construida con los datos de absor­
bancia obtenidos con diferentes volûmenes de una soluciôn de al 
bûmina de 1 mg/ml.
Hay que tener una precauciôh. adicional cuando la pro 
teina que se va a valorar se haya disuelta en primera instancia 
en un tampôn que contiene 2-mercaptoetanol. Como esta sustancia 
de color azul con el reactivo de Folin Ciocalteau producirâ un 
color de fondo en el ensayo que es necesario corrégir mediante 
un blanco que contenga la misma cantidad de 2-mercaptoetanol que 
los tubos problema. En cualquier caso la cantidad de 2-mercapto­
etanol no debe de exceder de 1 ^mol, ya que entonces la colora- 
ciôn es rauy intensa y la interferencia es considerable.
2.13.2. METODO DE PULLEY Y GRIEVE (448)
Este método se aplica a la determinaciôn de proteinas 
solubilizadas en detergentes taies como triton X-100 o lubrol PX.
La preparaciôn de la muestra es en lo ûnico que difie- 
ren los dos métodos. En este caso la proteina se diluye con agua 
destilada hasta 0.5 ml y a continuaciôn, se ahade 0.5 ml de una 
disoluciôn de SDS al 6% en agua destilada. Esto supone que la pro 
teina se encuentra en un vo lumen final de 1 ml como antes, pero 
en presencia de SDS al 3%. El resto del ensayo es idéntico al mé­
todo de Lowry.
La valoraciôn espectrofotométrica se lleva a cabo a
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740 nm, ya que las proteinas solubilizadas por detergentes suelen 
encontrarse fuertemente diluidas y por lo tanto, la masa en el en 
sayo es habitualmente pequeha.
Con respecto al 2-mercaptoetanol hay que tener las mis­
mas precauciones que antes y ademâs es conveniente incluir en el 
blanco la misma cantidad de triton X-100 o lubrol PX, que conten 
gan las muestras problemas.
2.14. PREPARACION DE LOS SOPORTES CROMATOGRAFICOS'
2.14.1. DOWEX
La résina que se utilizô fue Dowex 50W x 4 (H^). Su pre 
paraciôn requiers unieamente un lavado con 15 volûmenes de agua 
destilada, quedando ya dispuesta para ser cargada en las columnas 
Su regenerado se realiza mediante lavado con HCl IN y 
posterior eliminaciôn de éste por sucesivos lavados con agua de^ 
tilada_
Para regenerar una columna "in situ" de 0.6 x 8.0 cm 
(ensayo de adenilato ciclasa), se requieren 2 ml de HCl IN, se- 
guido de un lavado con 20 ml de agua destilada.
2.14.2. DEAE-CELULOSA
Se prépara agitando durante 30 min el cambiador en 15 
volûmenes de HCl 0.5 N. Se lava a continuaciôn con agua destila­
da hasta alcanzar un pH ôptimo a 5.0 y se agita nuevamente duran 
te otros 30 min con 15 volûmenes de NaOH 0.5 N, distribuidos en 
dos lavados. Para eliminar el alcali se procédé a un lavado in- 
tensivo con agua destilada hasta alcanzar un pH prôximo a 8,0.Se 
procédé entonces a su desgasificaciôn y equilibrado. Manteniendo 
la suspensiôn en un pH inferior a 5.0 se somete en un erlenme- 
yer-Kitasato a desgasificaciôn mediante vacio. Desgasificada la
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résina, se équilibra con el componente bâsico del tampôn hasta el 
pH deseado y se procédé al lavado de la misma, con el tampôn de 
equilibrado hasta lograr las condiciones de equilibrado deseado.
Habitualmente se ha utilizado como tampôn de equilibrio 
Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (25°C) con 2-mercaptoetanol 10 mM.
Para evitar el crecimiento microbiano se ahade NaN^ 0.02%
2.14.3. ALUMINA
Se lava con una soluciôn tampôn Tris-HCl 100 mM, pH 7.2 
(25°C) y direct amente .se puede montar en columnas, equilibrândo- 
las con este mismo tampôn.
2.14.4. BIOGEL HTP
La forma sôlida del Biogel se prépara mediante lavados 
sucesivos con el tampôn de equilibrado deseado, pudiêndose car- 
gar a continuaciôn en las columnas, sin que sea necesario un 
equilibrado posterior.
El tampôn utilizado por nosotros suele ser fosfato po­
tâsico 10 mM, pH 7.0 con 2-mercaptoetanol 10 mM.
Es conveniente utilizcir las columnas poco tiempo des­
pués de su montaje, ya que en caso contrario se puede producir un 
empaquetcimiento fuerte de la matriz que impide un desarrollo râpj. 
do de la cromatogrâfia.
Si se quieren realizar separaciones criticas no es con 
veniente regenerar el Biogel HTP, ya que pierde parte de su poder 
resolutorio después del primer desarrollo. Ahora bien, a tal fin 
pueden utilizarse una soluciôn de tampôn fosfato potâsico 1 M, pH 
7.0 con equilibrado posterior del soporte. Si después de esto, 
queda retenida alguna sustancia, se puede lavar el Biogel HTP con 
una soluciôn de NaOH 0.1 M procediendo a su equilibrado poste­
rior. No se debe hacer la regeneraciôn en la columna porque se pro
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duce empaquetamiento de la matriz.
2.14.5. ULTROGEL
El gel se présenta hinchado y se précisa simplemente una 
desgasificaciôn a vacio y equilibrado con el tampôn elegido.
Es conveniente mantener el gel protegido de la luz inten 
sa y a temperaturas de 4-6°C, lo cual évita su deterioro y el ata- 
que por agentes microbianos, si bien, esto ultimo puede lograrse 
también, ahadiendo NaN^ al 0.02%.
Una de las ventajas de utilizaciôn de estos geles es que 
permiten flujos elevados debido a su alta resistencia a la rotura, 
lo que hace que soporten presiones hidrostâticas elevadas.
2.14.6. SEPHADEX
Se hincha el gel manteniéndolo a temperatura ambiente en 
agua destilada'dui%ante 3 dias o a ebulliciôn durante 5 horas.
Una vez hinchado se procédé a su desgasificaciôn a vacio.
Durante las cperaciones de montaje y equlibrado de las 
columnas debe mantenerse en todo momento la misma presiôn hidros­
tâtica sobre el gel con objeto de evitar empaquetamientos no uni­
formes o excesivos.
2.14.7. BIO-BEADS-SM-2
Esta résina se preparô segun recomienda Holoway (444), 
suspendiendo las particulas de la misma en metanol (10 g résina/
50 ml MeOH) y agitando durante 15 min. Esto se repite dos veces.
A continuaciôn se procédé a eliminar el metanol mediante lavados 
sucesivos con agua destilada. Una vez eliminado el metanol, se 
filtra la résina a vacio para eliminar el agua en cuanto sea po­
sible y se pesa para su posterior adiciôn al vaso de precipitados, 
junto con la mezcla de la cual se quiere extraer el detergente.
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La regeneraciôn de la résina se realiza por el mismo 
procedimiento, si bien, résulta conveniente incrementar el nûme- 
ro de lavados con metanol.
2.14.8. BLUE-SEPHAROSA CL-6B
Este soporte se utiliza habitualmente para cromatogra- 
fias de pseudoafinidad, y se suministra en forma de polvo seco, 
que es necesario mantener en refrigeraciôn por debajo de 8°C. Pa 
ra prepararlo se lava repetidas veces con agua destilada en un 
filtro de vidrio sinterizado conectado a un sistema a vacio. A 
continuaciôn se pasa a un recipiente de vidrio donde se pone en 
contacte con el tampôn de equilibrado que se vaya a utilizar pos 
teriormente. Esta suspênslôn se mantiene, al menos, un dia para 
favorecer el total hinchamiento de la matriz y posteriormente se 
desgasifica a vacio.
El relleno de la columna se realiza con las mismas pre­
cauciones que se toman para cualquier soporte de cromatogrâfia 
de penetrabilidad, procurando una compactaciôn uniforme y evitan 
do un empaquetamiento excesivo.
Aproximadamente 1 g de polvo seco proporciona 3.5 ml 
de lecho con una capacidad de uniôn de 5 mg/ml calculada con al 
bûmina de suero en fosfato sôdico 0.1 M, pH 7.0.
2.15. LIQUIDOS DE CENTELLEO
DIOXANO - NAFTALENO 
PPO 10.50 g
POPOP 0.45 g
Naftaleno 150.00 g
Dioxano hasta 1 500 ml
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TOLUENO
PPO 4 g
POPOP 40 mg
To lu eno 1 000 ml
tT 21
PPO 4,0 g
POPOP 0,1 g
To lu en o 1 000 ml
Triton X-100 500 ml
2.16. CONDICIONES PE CONTATE
Se utilizô un espectrofotômetro de centelleo llquido ti 
po Packard Tri-Carb 3255, equipado con sistema automâtico y manual 
de elecciôn de ganancia y apertura de ventanas para el contaje de
3
emisores . La concentraciôn de H se ha medido en todos los casos
en las condiciones automâticas prefijadas por el aparato H/O H,
32
La concentraciôn de P se mide en las condiciones seleç 
cionadas previamente.
Ventana: 2 0 - 1  000 . Ganancia 1.5%
El tiempo de contaje varia con la muestra de forma que 
los errores de contaje sean inferiores al 1%.
El grado de amortiguaciôn (quenching) de las muestras 
se détermina automaticamente por el método de estandar externo 
(ESR).
2.17.CALCULO DE LA ACTIVIDAD DE ADENILATO CICLASA
Existen varias formas de câlculo segûn el tipo de apro 
ximaciones conceptuales que se realicen para el desarrollo matemâ
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tico del mismo.
Vamos a exponer aqul tres métodos de simplificaciôn:
A: El primero supone considerar que el factor de amortiguaciôn 
("quenching") en todos los viales es idéntico, como se comprueba 
por los valores de ESR obtenidos, y que la eficacia del tritio 
en el canal del fôsforo es rauy pequeha,aproximadamente constante. 
Ambos hechos son correctos dentro de los limites de error del con 
tador utilizado. Segûn esto los nmoles de cAMP formado en el ensa 
yo serân:
nmol cAMP formado = nmol cAMP ensayo - nmol cAMP blanco
-1
nmol cAMP ensayo=N
A Tp-Pp
( H . P J  _H' (Tp-Pp) X (VP„:
Donde: N = nmol de ATP (frio + marcado) de la incubaciôn inicial 
32P = cpm de( P )cAMP recuperadas
3
H = cpm de (8- H)cAMP recuperadas 
32
T = cpm del (a- P)ATP totales ahadidas en la incubaciôn 
32
en el canal de P
3
T = cpm del (8- H)cAMP ahadidas para determinar la recu-
3peraciôn en el canal de H 
Tp^= cpm del (a- P)aTP totales ahadidas en la incubaciôn 
en el canal de
T = cpm del (8-^H)cAMP totales ahadidas en la recupera-
32
ciôn en el canal de P.
32F = Fondo del aparato en el canal de P
3
F^ = Fondo del aparato en el canal de H
Los nmoles del blanco se determinan de la misma forma 
salvo que en lugar de P y de H se colocan los valores obtenidos 
con el blanco.
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Segûn el tiempo de incubaciôn y los mg de proteina del 
ensayo se corrige el resultado para expresario en nmol/min mg pro 
teina.
B; Este método considéra lo mismo que en el caso A, pero tiene en 
cuenta ademâs que y F^ son despreciables frente a Tp, Tp^ y
y que el fondo introducido por el blanco es constante y de 10 cpm
32
en el canal del P con lo que el câlculo queda asi:
P - Tpp - 10
nmoles de cAMP formado s = ------ ------
P
-1
X  T h  X
Obteniéndose asi el valor de nmoles de cAMP directamen 
te sin modificaciôn significativa frente al câlculo A.
C: Cuando P es menor de 1 000 cpm y H mayor de 20 000 cpm, el câl 
culo se puede simplificar aun mâs quedando como sigue:
p - - 10
nmoles de cAMP formado s = -----    x--------
Tp H
Esto se puede hacer ya que el valor de — despre
P
ciable frente a H, al ser P y Tp^ pequehas y Tp grande.
3.- r e s u l t a d o s  y  d i s c u s i o n
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3.1. CONDICIONES DE ENSAYO
3.1.1. ADENILATO CICLASA
3.1.1.1. ENSAYO CROMATOGRAFICO
La puesta a punto del método de ensayo para valorar la 
adenilato ciclasa planteô en sus comienzos el problema de la re- 
ducciôn del fonde del ensayo. Los métodos cromatogrâficos de Whi 
te y Zenser (437), Krishna y Bi m b  au mer (438) y otras modif ica- 
ci ones propuestas para los mismos (449) no permitian obtener va- 
lores de fondo inferiores al 10% del valor absolute del ensayo.
Pue necesario acudir al método de Solomon y col (15) para reducir 
el valor del fondo. Este método utilisa dos columnas en serie de 
Dowex 50WX4 y aliimina neutra, por le que es necesario establecer 
los patrones de eluciôn del cAI4P en ambas columnas. Primero se de 
terminé la elucién en Dowex del cAMP contenido en 1.5 ml de agua 
destiladâ (150 nmoles de cAMP 270 000 cpm (B-'^H)cAMP). A continua 
cién se hizo lo mismo con la alûmina utilizando un volumen equiva 
lente de muestra; al que eluiria del Dowex. La eluciôn del Dowex 
se realizé con agua destilada, en tanto que la de la alümina se 
hizo con tampén Tris-HCl 100 mM, pH 7.2. Los resultados se repre- 
sentan en la fig. 15. En base a los mismos se establecié la secuen 
cia correcta de elucién que fue expuesta en el apartado anterior.
Un aspecto que présenté algunos problemas fue la elec- 
cién del método de detencién de la reaccién. Como ya se descri- 
bié, la detencién se realiza en primera instancia con ZnSO^, po- 
tente inhibidor de la actividad enzimâtica, seguido de la forma- 
cién de un precipitado de ZaCO^ por adicion de Na^CO^, el cual 
atrapa los nucleotidos no ciclicos présentes en el medio, const_i 
tuyendo asi, en primera instancia, un paso importante en la puri 
ficacién del cAMP. Este método tiene la ventaja ademâs de no uti
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lizar ningûn proceso de caientamiento, proceso qne se ha compro- 
bado improcedente porque aumentan los fondes, posibleraente por 
formaciôn de productos de hidrôlisis que eromatograflan con el 
cAMP. Permite también la utilizaciôn de tubes desechables de plâ^ 
tico que hacen el .ensayo m&s limpio y menos costoso.
Se han probado otros métodos de detencién por metanol, 
etanol, TCA, SDS y EDTa , pero, en general, estes procedimientos 
presentan diverses inconvenientes a la hora de la separacién cro 
matogrâfica.
Hay que seftalar que para que el método sea efectivo es 
necesario utilizer contraiones para el Zn^^ y el que sean
âcidos y bases muy débiles, ya que las variaciones de pH alteran 
los patrones de elucién. Asl, por ejemplo, résulta improcedente 
la utilizacién del acetato de zinc en lugar del suifato.
3.1.1.1.1. COMPROBACION DE LA PUREZ/i DEL PRODUCTO FIN^L
Se desarrollaron distintas muestras en u n 'slstema espe 
cxfico para nucleotidos y que en concrete se habxa mostrado espe 
cialmente éptimo para separar el cAMP, Las aplicaciones corres- 
pondientes a la fig 16 fueron las siguientes:
APLICACION CONTENIDO
15 patrones de ATP, ADP, hMP, c hMP, /idenosina (AD), Hi-
poxantina (XH)
2 5 (B-^H)cAMP cornercial con cAMP como portador.
35 25 ,m1 de la mezcla de incubacién de A.C. detenida a
t. 0' .
45 25 lul de la mezcla de incubacién de A.C. detenida a
t. 3' .
5- 25 ,«1 de la mezcla de incubacién de A.C. detenida a
t. 10'.
G 9 50 ,ul del cAtîP purificado por el procedimiento estandar
n i
Hx:
Ad
.cAM P:
;;AMp;
ADP
ATP
1 .
#
2
18:;
;:;:;i5:
iil t
III P;w
3 4 5 0
FIGURA 16. Cromatografîa en capa fina de nucleotidos
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La incubacién de la adenilato ciclasa (A.C.) se reeii- 
zé en presencia de 10 mM, Mn^^ 1 mM y F 10 mM.
La de.tencién de las muestras de las aplicaciones 3, 4 
y 5 se hizo por calentamiento a ebullicién durante 1 min.
Los resultados de la cromatografia quedan reflejados
en la tabla 12.
32 3
TABLA 12; Determinacién del contenido en P é H de los nucleo 
tidos separados en la cromatografia de la fig, 16
 ^ 32 cpm de ■p corn de
APLICACION APLICACION APLICACION APLICACION APLICACION
3 4 . 5 6 2
ATP 1.- 31 920 5.- 25 182 9.- 9 800 13.- 0
ADP 2.- 3 254 6.- 7 755 10.- 6 351 14.-
15.-
16.-
0
AMP 3.- 901 7.- 8 650 11.- 11 785 0 A 190
cAMP 4.- 17 5 8.- 4 507 12.- 5 478 17.- 669 B 4 424
a d-hx --- -- -- 18.- 0 C 466
Segûn esto résulta évidente que el producto de la apli 
cacién 6, resultado de la separacién cromatogrâfica del ensayo, 
es cAMP practicamente puro, ya que no se détecta radiactividad 
en otras zonas de la plaça.
En la tabla 13 se representan los porcentajes relati­
ves.
3.1.1.1.2. CONDICIONES GENERALES DEL ENSAYO
Las condiciones éptimas para el ensayo se establecie- 
ron en base a los siguientes criterios:
IA \
nm ol/m g
A
3
2
F + Mg
Mn
10 20 t min5 15
FIGURA 17. Variaciôn de la actividad de adenilato ciclasa 
de adulte farato en funciôn del tierapo, en pre 
sencia de diferentes cofactores. La actividad 
se expresa en nmol cAMP/mg proteina.
nmol/mg
30
-PO
20
F +Mg
0
Mn
-PO
20 t min155 10
FIGURA 18. Variaciôn de la actividad de adenilato ciclaea 
de cabeza de adulte en funciôn del tiernpo, en 
presencia del sistema regenerador de ATP (PEP/ 
piruvato quinasa) (PO). La actividad se expre 
sa en nmol cAMP/mg proteina.
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32TABLA 13; Porcentajes relatives de P en las distintas aplicacio
nés de la fig. 16.
APLICACION 3 (%) APLICACION 4 (%) APLICACION 5 (%) 
ATP 88 54 29
ADP 9 17 19
AMP 2.5 19 35
CAMP 0.5 10 16
CONCENTRACION DE SUSTRATO.- Se eligiô en base a lograr un equili- 
brio entre una aita velocidad de catSlisis y un aumento de la sen 
sibilidad del ensayo, teniendo en cuenta ademâs, la posible in- 
fluenciâ de actividades enzimâticas colaterales al ensayo, como , 
la actividad ATPâsica, que podrxan degradar el sustrato incluse 
a velocidades mâs altas que la propia adenilato ciclasa.
TIEMPO DE INCDBACION.- La cinética para la enzima del adulte fara 
te se représenta en la fig. 17 y la de la enzima de la cabeza del 
adulte en las fig. 18, 19. En este ùltimo case se utilizaron tam­
bién los sistemas regeneradores de ATP PEP/piruvato quinasa (PEP 
2.6 mM, piruvato quinasa 80 /ug/ml) y creatina fosfato/creatina 
quinasa (creatina fosfato 5 mM, creatina quinasa 156 ug/ml) con 
resultados inciertos, lo cual nos hizo desistir de su utilizaciôn 
en el ensayo, ya que, el comportamiento del sistema regenerador 
resultaba en cierta medida perjudicial para el ensayo y sôlo era 
efectivo a tiempos largos. Tomando tiempos de ensayo de 5 min e 
incluso de 10 min, la respuesta en ausencia de sistema régénéra 
do es aceptable. Como se demostrarâ mâs adelante la no lineari- 
zaciôn de las cinéticas ha de serachacada fundamentaimente a una 
pérdida de actividad por desactivaciôn térmica mâs que a una fal-
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ta de sustrato, ya que es mâs notable la no linearidâd cuando la 
enzima se ensaya en condiciones basales que con la enzima activa 
da, hecho que de ser debido a una falta de sustrato deberla de 
suceder en el sentido inverso. Por ûltimo, si ademâs tenemos en 
cuenta que el mayor porcentaje de nucleotido como producto de de 
gradaciôn del ATP lo constituye el AMP, los sistemas regeneradg 
res empleados resultarxan ineficaces.,
CONCENTRACIONES OPTIMAS DE ACTUACION DE ALGUNOS COFACTORES.- Co­
mo norma para poder interpretar las distintas figuras y tablas 
que en apartados sucesivos se expondrân han de tomarse como con- 
centraciones estandar de los principales cofactores utilizados, 
a menos que se especifique lo contrario, las siguientes:
Mg^ '*’ = MgClg 10 mM
= btiClg 1 mM 
F** = NaF 10 mM
ADENOSINA = 1
OCTOPAMINA = 1 mM
GTP = 0.1
GppNHp = 0.1 mM
N&N^ = 1 mM
El resto de las condiciones del ensayo fueron especifi 
cadas en su momento.
3.1.1.2. ENSAYO POR COMPETENCIA DE UNION ESPECIFIÇA
En un intente de utilizaciôn de los métodos descritos 
para valorar el cAMP por ensayos de competencia de uniôn especl 
fica (82, 432, 433, 450-455), teniendo en cuenta las aplicaciones 
que de las mismas se habian hecho a la determinaciôn de la acti-
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vidad de la adenilato ciclasa (435, 456) se pretendiô ajustar las 
condiciones de ensayo utilizando para la valoraciôn del cAMP una 
proteina propia del insecto que se habia mostrado con una alta ca 
pacidad de uniôn especifica para el cAMP.
La enzima se obtuvo de las cabezas del insecto adulto 
después de unos pasos sencillos de purificaciôn utilizândose por 
norma general el preparado procedente del Biogel HTP previa diâ-
lisis con tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (25°C) con 10 mM de 2-mer
captoetanol.
La linearizaciôn de la curva estandar realizada segiîn 
el procedimiento de Albano y col (436) puede verse en la fig. 20.
Aunque el método se presentaba en un principio como al-
tamente prometedor, la experiencia confirmé que sôlo puede ser 
utilizado en determinadas condiciones, ya que existen rauchos ele 
mentos posibles de interferencia para el ensayo de uniôn del cAMP 
El ATP y todos los productos de degradaciôn procedentes del mis­
mo, présentes en el ensayo de adenilato ciclasa, puede corapetir 
con la uniôn del nucleotido ciclico y por lo que résulta impres- 
cindible, una diluciôn de la muestra del ensayo con los errores 
que esto siempre encierra. Ademâs la influencia de los distintos 
cofactores del ensayo de la ciclasa debe de ser siempre contras- 
tada mediante ensayos blanco. Por ultimo, cuando se ensaya la 
adenilato ciclasa solubilizada con detergentes, résulta imposible 
realizar un ensayo de uniôn de cAMP fiable, ya que las alteracio- 
nes provocadas por la presencia del detergente son practicamente 
insoslayables.
De todo esto se deduce que el método no es recomendable 
paira valorar la adenilato ciclasa, aunque si lo puede ser para de 
terminar los niveles del nucleotido ciclico en tejidos, previa pu 
rificaciôn parcial del mismo.
M /
log R-Ro
1.5
0
0.5
0.5 1.0 logpmol cAMP
FIGURA 20. Curva estandar para el ensayo de cAMP,
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3.1.2. PROTEINA RECEPTORA DE C^MP
Se ha estudiado la,capacidad de la proteina receptora 
de cAMP para unir el nucleotido mediante distintos procedimien­
tos. Por una peirte se comparé la uniôn a pH 4.5 (acético-acetato) 
y pH 8.2 (Tris-HCl). Por otra parte se valuaron los métodos de 
determinacién cucintitativa de la misma segûn el procedimiento de 
Gilman (433) que utiliza filtros Millipore HAWP y el procedimien 
to de Rosen (435) que emplea filtros Whatman GF/C. Los resulta­
dos pueden verse en la tabla 14.
TABLa. 14; Eiisayo de la capacidad de unién de cAMP de la proteina 
receptora de cAMP parcialmente purificada.
FILTRO £H cpm cAMP
MILLIPORE HAWP 4.5 1 354
MILLIPORE HAWD 8.2 473
WHATMAN GF/c 4.5 2 691
WHATMAN GF/c 8.2 1 536
De .los resultados se desprende que el método habitual- 
mente utilizado présenta unos vaiores de recuperacién mâs acepta 
bles para el cAMP unido a la proteina, vaiores que en ningun ca- 
so pueden achacarse al fondo del ensayo, ya que, tanto en un ca- 
so como en otro es practicamente nulo.
Todos los e}rperimentos con esta enzima fueron realiza- 
dos con un tiernpo de incubacién de 45 min a o°C, tierapo que se 
déterminé éptimo para el equilibrio de unién como se observa en 
la fig. 21
cpm X 10  ^ cAMP
20 -
CABEZA
ADULTO FARATO
* 20 100 t min80
FIGURA 21. Uniôn del cAMP a la proteina receptora en 
funciôn del tienço.
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3.2. GUANILATO CICLASA
Los estudios realizados sobre la guanilato ciclasa del 
dlptero Ceratitis capitata quedan resumidos en la tabla 15.
t a b l a 15: Actividad de guanilato ciclasa en distintas fracoiones 
de homogeneizados de adulto farato. Los datos se expre 
san en pmol cGMP/l5min/nig proteina.
SOBRENADANTE SEDIMENTO
37 000 g 37 000 g 1 500 g 1 500 -37 OC
ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3 FNSAYO 4
CONTROL 37 124 78 84
+ ETANOL 8% (v/v) 14 29 17 -
+ TRITON X-100 1% (p/v) 52 - 201 289
+ ETANOL 8% (v/v) +
TRITON X--100 1% (p/v) 17 69 17 82
En esta tabla se observan très resultados fundamentales. 
El 'primero de ellos nos muestra que la actividad se encuentra 
distribuida entre la fracciôn soluble y particulada. Aunque no se 
h& llegado a comprobar si la actividad perraanece en el sobrenadan 
te de ultracentrifugaciôn a 105 000 g, dato que confirmaria que 
la proteina es realmente soluble, résulta sifnificativo el resul­
tado si se compara con los resultados obtenidos con la adenilato 
ciclasa en las mismas condiciones. Una segunda caracteristica es 
la respuesta positiva de la guanilato ciclasa al Triton X-lOO.Es 
ta propiedad la diferencia claramente de la adenilato ciclasa, 
la cual se inhibe por detergentes no iônicos. La activaciôn por 
Triton X-100 se ha observado en todas las preparaciones de guani.
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lato ciclasa procedente de insectos (324, 399) asi como en raûlti 
pies preparaciones de la enzima de mamiferos (400, 457-460). Ré­
sulta significative el hecho de que la activaciôn por el detergen 
te sea superior cuanto mayor es el porcentaje de fracciôn parti­
culada en la preparaciôn, resultado que ha sido también observa 
do por otros investigadores (400).
Por ùltimo, es muy interesante el efecto inhibidor que 
ejerce el etanol sobre la actividad enzimâtica, efecto que pare- 
ce especifico de la guanilato ciclasa, ya que tal efecto no ha 
sido observado en la adenilato ciclasa. A este respecte résulta 
interesante el haliazgo de Hunt y col (461) quienes demostraron 
un efecto similar del etanol sobre los niveles de cGMP "in vivo" 
En cualquier caso es necesario proseguir la caracterizaciôn de 
la enzima a todos los niveles, ya que estes datos preliminares 
no hacen mâs que confirmar su presencia y esbozan tan sôlo una 
posible llnea de investigaciôn futura.
3.3. PROTEINA RECEPTORA DE cAMP
3.3il. PURIFICACION
La presencia de una proteina con capacidad de uniôn de 
cAMP sin actividad de proteina quinasa fue detectada por primera 
vez en los trabajos conducentes a la obtenciôn de preparados par 
cialmente purificados de las proteinas quinasas del insecto. Las 
investigaciones sobre la caracterizaciôn de esa proteina recepto 
ra de cAMP se prosiguieron aqui con vistas a obtener un prepara­
do mâs puro que pudiera ser utilizado para el ensayo de los nive 
les de cAMP y de la actividad de adenilato ciclasa por el método 
de competencia de uniôn especifica.
Al principio se estudiô si era posible obtener una frac 
ciôn protéica util a tal fin sôlo mediante el empleo de pasos de
cpm x10 cAMPo cGMPd
10 -
CABEZA
Fosfato mM
300
150
10 20 4030
Fracciôn
FIGURA 22. Perfil de eluciôn de la cromatografia en Biogel HTP 
de las proteinas que unen nucleotidos ciclicos, pro 
cedentes de la cabeza del adulto.
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purificaciôn simples, como la precipitaciôn âcida a pH 4.8 y la 
precipitaciôn con sulfato amônico. Aunque estos procedimientos 
efectivaniente aumentan la actividad especxfica de uniôn del cAMP 
resultan poco aconsejables, ya que no permitian separar la pro­
teina receptora de las proteinas quinasas que también unen nucleo 
tidos ciclicos. Pue necesario por tanto introducir una etapa cro 
matogrâfica para lograr dicha separacién. El soporte que ofreciô 
los mejores resultados fue el hidroxiapatito cornercializado con 
el nombre de Biogel HTP. La elucién se realiza en gradiente de 
concentraciôn de fosfato. Uno de los resultados prelimincires pue 
den verse en la fig. 22. La actividad de proteina quinasa fue de 
terminada tanto en presencia de cAMP como de cGMP y los resulta­
dos de estos ensayos pueden vçrse referidos exclusivamente a los 
mâximos de actividad en la tabla 16.
TABLA:16; Actividad de proteina quinasa en los picos de la fig.22 
expresada como cpm de P incorporados en 200 //g de his 
ton as totales de timo de tern era por 100 ,«1 de eluido 
de columna.
CONTROL + cAMP + cGMP
PICO 1 0 0 0
PICO 2 5 900 9 200 7 700
PICO 3 12 500 33 400 21 500
PICO 4 2 800 4 100 3 600
PICO 5 1 800 3 500 200
Résulta notoria la absoluta carencia de actividad de 
proteina quinasa en el primer pico del desarrollo cromatogrâfico, 
lo que confirma que la proteina del pico 1 no es una proteina 
quinasa, lo cual no ocurrié con los otros picos los cuales en ma
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yor o menor medida poseen cierta actividad fosforilante.
3.3.2. ESPECIFICIDAD
Con objeto de determinar si realmente la proteina rece£ 
tora de cAMP era realmente especifica para el cAMP. Se préparé un
3
ensayo estandar en el que se hizo comp etir 1 pmol de (8- H)cAMP • 
frente a 1 pmol de otros nucleotidos y nucleosidos no marcados. 
Los resultados se reunen en la tabla 17.
TABLA 17 : Competencia en la uniôn a la proteina receptora entre 
el (8- H)cAMP.y distintos nucleotidos y nucleosidos.
NUCLEOTIDO - NUCLEOSIDO (l pmol) (B-^H)cAMP UNIDO
CONTROL 100
cAMP 45
cGMP 96
cIMP 81
cCMP 103
cUMP 103
cTMP 111
ATP 104
GTP 103
ADP 108
AMP 100
ADENOSINA 103
De los datos résulta évidente que la proteina une espe 
cificamente cAMP y que en orden de importancia es el cIMP el üni 
00 que parece unirse en cantidad apreciable. Como era de esperar
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la presencia de 1 pmol de cAMP no marcado reduce en un 50% la 
uniôn del cAMP marcado, ya que se produce una disminuciôn mitad 
de la actividad especifica.
Con objeto de mejorar la resoluciôn de la proteina re 
ceptora, disminuir el tiernpo de eluciôn y la diluciôn de la mues 
tra, se eligieron las condiciones de eluciôn que fueron descri- 
tas en el apartado de raateriales y métodos. Con estas condicio-
nes se obtuvieron los resultados de actividad receptora de cAMP
que se ven en las figs. 23 y 24, en las que se comparan los pa­
trones de desarrollo de las proteinas de la larva y de las cabe
zas del insecto adulto. Se observan aqui algunas diferencias sig 
nificativas en los volûmenes de apariciôn del pico de ambas pro 
telnas receptoras cuyos mâximos aparecen en larvas en la fracciôn 
12 y en cabezas en la fracciôn 18. Estas diferencias fueron rati 
ficadas por sus patrones de eluciôn en Sephadex G-200. La fig.
25 muestra que. la proteina procedente de cabeza posee un peso mo 
lecular superior a la proteina de larva. Esto podrîa indicar que 
son proteinas diferentes o bien, que se trata de la misma protel 
na con estructuras oligoméricas diferentes. Comparando lasi posi 
ciones de eluciôn con la de otras proteinas de peso molecular co 
nocido, se puede afirmar que la proteina de cabeza posee aproxi- 
madamente un peso molecular doble del de la proteina de larva.
3.3.3. SIGNIFICACION BIOLOGICA
En el grâfico de eluciôn de la fig. 22 se puede obser- 
var que la proteina del pico 1 también une cGMP en ausencia de 
cAMP, en un a proporciôn relativa cGMP unido/cAMP unido mucho liiu 
cho mâs alta que la proteina del pico 3.
Por otra parte la relaciôn para el pico 2 es similar 
a la del pico 1. Estudios posteriores han confirmado que la pro 
telna del pico 2 corresponde a una proteina quinasa dependiente
cpm X  10  ^ cAMP
7
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FIGURA 23. Purificaciôn en Biogel HTP de la proteina re­
ceptora de cAMP.
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FIGURA 24. Purificaciôn en Biogel HTP de la proteina re­
ceptora de cAMP.
/ 7 ^
cpm cAMP
800
CABEZA
400
1.000
LARVA
500
10
Fraccidn
FIGURA 25. Purificaciôn en Sephadex G-200 de la proteina 
receptora de cAMP.
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de cGMP parcialmente enmascarada por la actividad de proteina qui 
nasa dependiente de cGMP parcialmente enmascarada por la activi­
dad de proteina quinasa dependiente de cAMP procedente del pico 3. 
A su vez el pico 3 como se comprueb» en la fig. 24 se puede desdo 
blar en dos picos con actividad de proteina quinasa dependiente 
de cAMP.
Todo esto nos introduce en el problem» de la funcionaii 
dad biolôgica de estas proteinas. En un principio se pensô que la 
proteina receptora podria corresponder a la subunidad reguladora 
de una proteina quinasa dependiente de cAMP. Segûn est» hipôtesis 
séria explicable que la enzima se encontrara en dos formas molecu 
lares que podrian corresponder a estructuras tipo R^ , y R, lo que 
daria sentido a las diferencias en los pesos moleculares observa 
dos en las proteinas de la larva y la cabeza. Sin embargo, debi­
do a la falta de concordancia entre las relaciones cAMP unido/ 
cGMPunido de 1» proteina quinasa dependiente de cAMP y 1» pro­
teina receptora se podria argüir que no pueden ser proteinas idèn 
ticas.
A pes»r de esto no hay que perder de vista el hecho de 
que no necesariamente la subunidad reguladora de la proteina qui 
nasa dependiente de cAMP se h» de comporter igual cuando forma 
parte de la holoenzima, que cucindo estâ separada de la misma.
Estudios realizados con una proteina quinasa indepen- 
diente de nucleotidos ciclicos que parece ser la subunidad cata- 
litica de la proteina quinasa dependiente de cAMP, sugieren que 
la proteina receptora de cAMP podria interaccionar con la subuni_ 
dad catalitica formaindo un complejo inactivo, lo que estaria de 
acuerdo con la interpretaciôn de que realmente la proteina rece£ 
tora no séria otra cosa que la subunidad reguladora separada por 
aigûn motivo fisiolôgico o no de la subunidad catalitica de ai- 
guno de los tipos de proteina quinasa dependiente de cAMP presen
— 160 —
tes en el insecto.
El mismo método seguido para la caracterizaciôn de la 
proteina receptora de cAMP en el insecto ha sido utilizado para 
caracterizar las proteinas con esa actividad en corazôn de cone- 
jo. Sorprendentemente se ha encontrado un patrôn de eluciôn sinû 
lar, detectândose también la presencia de una proteina capaz de 
unir cAMP y sin actividad de proteina quinasa. Esto podria signi 
ficar que, en general, en la célula la proteina reguladora podria 
encontrars^ en mayor o menor medida, separada de la subunidad ca­
talitica de la proteina quinasa dependiente de cAMP, en funciôn 
del gr»do de actividad de la enzima, siendo posible'mediante nues 
tro método separar ambas actividades. A conclusiones parecidas, 
aunque utilizando procedimientos radioinraunolôgicos llegan Stei­
ner y col (462). También han aparecido algunos trabajos en los 
que se caracterizan parcialmente algunas proteinas que unen nu­
cleotidos ciclicos y que tampoco presentan actividad de proteina 
quinasa (435, 463-466). En algunos de estos casos parece éviden­
te que taies proteinas son las propias subunidades reguladoras 
de las holoenzimas de proteinas quinasa dependientes de nucleoti 
dos ciclicos (463, 464).
3.4. ADENILATO CICLASA
3.4.1. ADULTO FARATO
Cuando se iniciô la caracterizaciôn de la adenilato ci 
clasa del insecto se eligiô como material bâsico de trabajo el es 
tadio de adulto farato. En concreto, se utilizô el adulto farato 
de 5 dias, que se caracteriza morfologicamente por presentar los 
ojos de color naranja.
Con este material se pusieron a punto los métodos de 
homogeneizaciôn y de preparaciôn de fracciones particuladas alta 
mente enriquecidas en actividad de adenilato ciclasa.
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El primer aspecto que se puso de manifiesto fue que si
la homogeneizaciôn se realizaba mediante homogeneizadores con ém
bolos de teflôn, no se encontraba actividad detectable en el so- 
brenadante de centrifugaciôn de 37 000 g. Este demostr6 que la 
enzima se encontraba completamente ligada a la fracciôn insoluble, 
respondiendo al comportamiento clâsico de la enzima de células 
eucariontes. La utilizaciôn de métodos de homogeneizaciôn por as- 
pas implica la obtenciôn de particulas de pequeAo tamaRo y es ne- 
cesario recurrir a la ultracentrifugaciôn para sedimentar la acti 
vidad. No es pues acqnsejable este método de homogeneizaciôn.
Para obtener fracciones particuladas mâs ricas en conte 
nido de adenilato ciclasa fue necesario recurrir a la utilizaciôn 
de técnicas de centrifugaciôn diferencial y centrifugaciôn en gra 
diente de densidad.
Todos los expérimentes que se hcin llevado a cabo con el 
adulto farato utilizan como fuente de enzima la fracciôn particu- 
lada sedimentable entre 2 000 - 37 000 g purificada en gradiente 
de densidad en la interfase 0-1.5 M de sacarosa.
3.4.1.1. EFECTO DE LOS CATIONES BIVALENTES
El primer resultado que llama la atenciôn en este as­
pecto es que la enzima no présenta actividad alguna si. no se en-
cuentra présente en el medio de incubaciôn un catiôn divalente
2+ 2+ 2+ 2+ 
como Mg o . El Ca y el Zn son totalmente inefectivos
para la catâlisis.
En las figs. 26 y 27, se représenta la variaciôn de la 
actividad enzimâtica en funciôn de la concentraciôn del Mg^^ o 
del manteniendo fija la concentraciôn de ATP. La actividad
que manifiesta la enzima en presencia de uno y otro catiôn es to 
talmente diferente, no sôlo en magnitud, sino también en lo que 
respecta a las concentraciones ôptimas de ambos cationes. La re-
pmol/min /mg
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100
5 10 20 mM Mg
FIGURA 26. Influencia del MgCl^ sobre la actividad de adeni
lato ciclasa en presencia y ausencia de NaF 10 mM.
La actividad se expresa en pmol cAMP/min/mg protelna.
pmol/min /  mg
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0
FIGURA 27. Influencia del MnCl^ sobre la actividad de ade­
nilato ciclasa. La actividad se expresa en pmol 
cAMP/rain/mg protelna.
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2+ 2+
laciôn de actividades mâximas en presencia de Mn y Mg oscila
entre 1.5 y 2.5. Con la particularidad de que la concentraciôn
2+ 2+ 
ôptima de Mg es 10 veoes superior a la de Mn . S e  puede decir
segûn esto que la enzima en cuanto a su actividad basai ës depen
diente de Mn^^. Se conocen bastantes ejemplos de adenilato cicla
sas que presentan un comportamiento similar al aqui descrlto; la
enzima de Sacharomyces cerevisiae (467, 468), Neurospora erassa
(101, 102), Trypanosoma cru zi (63), Bombyx mori (397) y distin-
tos tejidos de mamlferos (51, 74).
Si se compara la concentraciôn de catiôn necesaria pa­
ra lograr la actividad mâxima, Mg^^ 10 mM y Mn^^ 1 mM, con la 
concentracciôn de ATP del ensayo 0.05 mM résulta obvio que se ne 
cesita un gran exceso de métal por encima de lo que séria de es- 
perar si sôlo se utilizase para formar el complejo Me^^-ATP, ver 
dadero sustrato de la enzima. Esto nos introduce en el tan deba- 
tido problema de la existencia de un posible sitio regulador pa­
ra los metales distinto del centro active. Si se tienen en euen­
ta las constantes de disociaciôn de los complejos que forman el 
2+ 2+
Mg y el Mn con el ATP, no c&brla esperar una diferencia de 
un orden de magnitud en las concentraciones efectivas del metal 
si el efecto activador se debiera a una disminuciôn de la ooncen 
traciôn de ATP libre, el eual segûn se ha comprobado se comporta 
como un potente inhibidor competitivo de la enzima.
Parece évidente a la vista de estos resultados, que 
reaimente ha de existir algun sitio de activaciôn para los meta- 
les, distinto del centro active. Este sitio aiostérico poseeria 
un a mayor afinidad para el Mn^^ al men os de un orden de ma_g 
nitud superior a la del Mg^^.
3.4.1.2. EFECTO DEL FLUORURQ
Dado que el ion fluoruro es el mejor activador conoci
\ <c^ ■
pm ol/m in /  mg
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FIGURA 28. Influencia del NaF sobre la actividad de ade 
nilato ciclasa en presencia de MgCl^ 10 mM o 
MnClg 1 mM. La actividad se expresa en pmol 
cAMP/nriLn/rag protelna.
1C
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FIGURA 29. Influencia del MnCl^ sobre la actividad de ade­
nilato ciclasa en presencia de distintos cofac- 
tores. La actividad se expresa en nmol cAMP/min/ 
mg protelna,
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do para la enzima se estudiô el comportamiento de este ion en
nuestro sistema. La concentraciôn ôptima de fluoruro se estable
ciô mediante dos procedimientos. En el primero, se mantiene fija
la concentraciôn del catiôn, bien sea o Mn^^ (fig. 28) y en
la segunda, se hace variar la concentraciôn del catiôn mantenien
do fija la concentraciôn del fluoruro (figs. 26 y 29). De los re
sultados obtenidos se deduce que el fluoruro présenta su mâxima
capacidad activadora en el intervalo comprendido entre 5 y 10 mM.
Este valor es perfectamente coïncidente con los valores encontre
dos en otros tejidos (51).
Aparté de la estimulaciôn conseguida con el fluoruro,
hay dos aspectos que destàcan sobre el resto. El primero se re-
fiere a la inversiôn de valores de actividad obtenidos en prèsen 
2+ 2+
cia de Mn y Mg coraparados con las actividades basales. En
tanto que, el F activa sôlo dos veces la actividad basai obteni"
da con Mn^^, activa 6 veces la adenilato ciclasa en presencia de
Mg^^. El valor absolute obtenido con F y Mg^^ es casi dos veces
superior al que se obtiene con F y Mn^^. El segundo aspecto es,
si cabe, mâs sorprendente que el primero, ya que la presencia 
2+ 2+
conjunta de Mn y Mg favorece énormémente la activaciôn por
fluoruro, de tal suerte que se consigue una actividad algo supe
rior incluse a la suma de las actividades obtenidas con Mg^^ y 
2+
Mn de forma independiente. Este efecto no puede atribuirse a 
un suplemento de la concentraciôn del catiôn, ya que a la concen 
traciôn suma que séria de 11 mM, ni el Mg^^ni el son capa-
ces por si solos de favorecer el grado de estimulaciôn que se 
consigue con la mezcla. Tampoco pueden atribuirse a un incremen- 
to de la actividad basai en presencia de ambos cationes, ya que 
dicha actividad basai apenas si aumenta por encima del valor ob­
tenido con Mn^^ cuando se hayan présentes tanto èste como el Mg^^, 
La interpretaciôn del resultado se antoja compleja, ya
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que hasta el momento no se ha podido aportar ningûn date fiable 
acerca de los mecanismos de actuaciôn del fluoruro. Los datos 
aqui aportados abogan a favor de una clara dependencia del catiôn 
en el proceso de activaciôn, lo cual podrla indicar que el fluo 
ruro actuarla en estrecha concomitancia con un métal divalente, 
prefiriendo a tal fin el ion Mg^^. Podrla suceder que el verda- 
dero activador no fuese como tal el ion fluoruro sino'algiün corn 
plejo de F y Mg^^, El efecto sinôrgico del Mg^ y el Mn^^ po­
drla explicarse desde el punto de vista de la existencia de un 
sitio catiônico distinto del centro activo, ya que de existir 
éste podrla darse una situaciôn mucho mâs favorable si el Mn^^ 
estuviese ocupando ese sitio que si lo estuviese ocupando el Mg'' 
Al mismo tiempo si el F para su actuaciôn "prefiere" el ion Mg^^ 
ambas acciones se complementcirlan en presencia de los dos catio 
nés. Para completar en parte el estudio de la acciôn del fluoru 
ro se llevô a cabo un estudio cinético de la concentraciôn de 
sustrato en presencia de MgCl^ (10 mM) con y sin NaF (lO mM).
Los resultados se observan en la fig. 30. Segün se aprecia en 
la misma, el fluoruro parece actuar exclusivamente sobre la Vmax 
sin modificar la afinidad del sustrato por la enzima. Un resul­
tado similar fue observado por Morishima (397) con la adenilato 
ciclasa del cuerpo graso del Bombyx mori.
3.4.1.3. EFECTO DEL Ca^ ~^
Para determinar los cambios de actividad producidos 
por el Ca^^sobre la actividad de la adenilato ciclasa, se eligie 
ron como estados de referenda, los valores de actividad obteni­
dos en presencia de fluoruro 10 mM; con cada uno de los cationes
2+ 2-t-
Mn 1 mM y Mg 10 mM respectivamente. Se eligiô esta situaciôn 
ya que se comprobô desde un principio que el Ca^^ ejercla un po­
tente efecto inhibidor sobre las actividades basales, pero como
fio
nmol/min/mg 
02
0.1
M n
■ H
F +Mg
10' 10 10' 10'  ^ M
Ca2 +
FIGURA 31. Efecto del CaCl^ sobre la actividad de adenilato 
ciclasa en presencia de distintos cofactores. La 
actividad se expresa en nmol cAMP/min/mg protelna.
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éstas son bajas, sus efectos son mâs diflciles de evaluar en es­
te caso que con la enzima activada. De cualquier forma como se 
ha comprobado una estrecha correlaciôn entre los datos obtenidos 
en uno y otro caso, sirvan como ejemplo los valores expresados 
en la fig. 31. Résulta évidente a partir de estos datos que la
inhibiciôn es superior en presencia de Mg^^ que en presencia de 
2+
Mn . Resultados simiiares a estos se h an observado en otras pre 
paraciones de adenilato ciclasa (80, 82).
Es rauy significative el hecho de que la inhibiciôn por
2+ 2+
Ca ' en presencia de Mti no sea ver d ad er amen te efectiva hasta
que la concentraciôn de Ca^^ supera a la de Mn^^. Este efecto se 
pudo comprobar facilmente aumentando la concentraciôn de Mn^^ en 
el ensayo, lo cual supuso un aumento de la concentraciôn de Ca^^ 
para producir una inhibiciôn équivalente a la anterior.
Estos resultados podrian interpretarse si tuviéramos 
en cuenta una posible competencia entre el Ca^^, Mg^^ y Mn^^ por 
ese posible centro metâlico aiostérico de la enzima. Séria évi­
dente segiÂn esto que el Mn^^ poseeria la mayor afinidad para el
2+ 2+mismo, seguido del Ca y el Mg . No hay que olvidar, sin embar 
go, que otra posible via de interferencia del Ca^^ es sobre la 
formaciôn del complejo Me^^-ATP, originando un complejo Ca^^-ATP 
inactive como sustrato.
3.4.1.4. EFECTO DEL EGTA Y EDTA
La influencia del EGTA y del EDTa  sobre la actividad 
enzimâtica se estudiô en base a demostrar algûn posible efecto 
modulador provocado por bajas concentraciones de Ca^^ o algtin 
otro métal divalente como ha sido propuesto por Morishima (397, 
398). Los datos obt 
18 y en la fig. 32.
enidos se pueden ver refl^jados en la tabla
lu.
80
80
40
20
p mo l/m  in /m  g
Mn
10-5
2 +
10  ^ M GTP0 10"
FIGURA 33. Efecto del GTP sobre la actividad de adeni­
lato ciclasa en presencia de MnCl^ 1 mM.
pm o l/m in /m g
60
M n
40
20 2+
10"* M EGTA
FIGURA 32. Efecto del EGTA sobre la actividad de ade 
nilato ciclasa en presencia de MgCl^ 10 mM 
o MiClg 10 mM.
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TABLA 18; Efecto del EGTA y EDTA sobre la adenilato ciclasa del 
adulto farato ensayado bajo diferentes condiciones. El 
resultado se expresa en pmol cAMP/min/mg protelna.
ADICION NADA EGTA (1 mM) EDTA (1 mM)
MnClg 1 mM 51 0 0
MnCl^ 2 mM - 65 63
NaF 10 mM + b&iCl^ 1 mM 125 0 -
MgClg 10 mM 26 34 26
MnClg 1 mM + CaClg 1 jnM 46 19 0
MgCl 10 mM + CaCl 1 mM 7 39 16
De los resultados obtenidos se deduce claramente que 
la acciôn inhibidora ejercida por los agentes quelantes respon- 
de a un a disminuciôn efectiva del catiôn disponible para el en­
sayo. As! vemos que, en tanto que no afecta a la actividad en 
presencia de Mg^^ por ser la concentraciôn de éste muy superior 
a las de EGTA o EDTA, reduce practicamente a cero la actividad 
en'presencia de Mn^^ 1 ntfl. Cuando . la concentraciôn del Mn^^ se 
eleva a 2 mM el efecto inhibidor ya no se produce puesto que que
darla una concentraciôn de 1 mM de Mn^^ libre. La relaciôn de aç
2+
tividades en presencia de Ca y agentes quelantes se puede expli
car simplemente teniendo en cuenta las constantes de complejaciôn
del EGTA y del EDTA para los metales. Como el EGTA forma comple
2+ 2 +
jos mâs estables con Ca que con Mg y algo menos estables que
con no se observa ninguna inhibiciôn en presencia de Ca^^
2+
cuando existe Mg en el medio y si se observa aunque no tan exa
gerada, la inhibiciôn del EGTA sobre la enzima en presencia de
2+ 2+
Mn , Por otra parte como el EDTA compleja mejor el Mn que el
Ca^^ y éste sôlo ligeramente mejor que el Mg^^ se observa inhi-
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biciôn absoluta en presencia de Mn^^ y sôlo una ligera inhibiciôn 
en presencia de Mg^^.
3.4.1.5. EFECTO DEL GTP
Dada la importancia que este nucleotido posee dentro 
del esquema de regulaciôn de la adenilato ciclasa, se dispusie- 
ron una serie de ensayos donducentes a demostrar el efecto ejer 
cido por el GTP sobre el sistema del adulto farato.
La tabla 19 y la fig. 33 recogen los resultados de es 
tos experimentos.
TABLA 19; Efecto del GTP (10 ^M)sobre la actividad de la adeni­
lato ciclasa del adulto farato. El resultado se expre 
sa en pmol cAMP/min/mg protelna.
ADICION
MgClg 10 mM 
MnClg 1 mM
MgClg 10 mM + NaF 10 mM
MnClg 1 mM + NaF 10 mM
MgClg 10 mM 4- MnCl^ 1 mM +■ NaF 10 mM
MnClg 1 mM + NaF 10 mM + NaN^ 1 mM
NaF 10 mM + MgClg 10 mM +- MnCl^ 1 mM + NaN^ 1 mM
NaF 10 mM + MiCl^ 1 mM + Adn. 1 mM
NaF 10 iriM + PhClg 1 mM + MgCl^ 10 mM + Adn. 1 mM
De estos experimentos se deduce que en todos los casos 
el GTP ejerce un efecto inhibidor sobre la actividad enzimâtica. 
Esto que "a priori" po'lrla parecer extraho, no lo es si se tiene 
en cuenta que el adulto farato posee una proporciôn rauy alta de
-GTP +GTP
38 33
69 35
186 151
131 97
318 267
229 151
439 293
32 25
87 54
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tejido adiposo,' y es precisamente en este tipo de tejido donde 
se ha observado un comportamiento inhibidor del GTP. Londos y col 
(193) observan ya esta inhibiciôn en adipocitos de rata a una con 
centraciôn de GTP inferior a 10 Lo cierto es que en los adipo­
citos se puede observar tanto un efecto inhibidor como un efecto 
estimulador por parte del GTP (469, 470), los cuales parecen ex- 
presarse a través de diferentes procesos (15). Es importante a 
este respecto sehalar que el efecto inhibidor se ve incrementado 
por la presencia de EGTA y DTT (396). Si se tiene en cuenta que 
las preparaciones particuladas del adulto farato se realizan en 
presencia de EDTA y 2-mercaptoetanol y en la incubaciôn de la 
enzima se mantiene una concentraciôn 10 mM de este ultimo, es ra 
zonable pensar que en nuestro sistema el GTP puede ejercer el 
efecto inhibidor antes apuntado a través de los mismos mecanis­
mos que lo hace en los adipocitos de rata.
3.4.1.6. EFECTO DE LA ADENOSINA
Para comprobar la actuaciôn de la adenosina sobre la 
adenilato ciclasa del insecto se ensayô el efecto de ésta a va­
rias concentraciones en presencia de distintos cofactores. Los 
resultados se recogen en las figs. 34 y 35. El primer hecho que 
llama la atenciôn es la fuerte inhibiciôn ejercida por la adeno 
sina. Esta inhibiciôn no es équivalente en todos los casos como 
puede verse en la tabla 20.
Se deduce de estos datos que la inhibiciôn aumenta a
medida que la enzima se encuentra en un estado de activaciôn su
perior. Al mismo tiempo se observa que la inhibiciôn es superior
2+
cuando la enzima se ensaya en presencia de Mn . Este fenômeno 
se ha detectado también en otros sistemas biolôgicos como ya se 
comentô en la introducciôn, ademâs en tejido adiposo de Bombvx 
mori. Morishima (396) ha demostrado recientemente un comporta-
pmol/min/mg
150
100
50
F + Mn
M n
10r6 10' 10^
2+
10^  M
ADENOSINA
FIGURA 34, Efecto de la adenosina sobre la actividad
de adenilato ciclasa en presencia de distin 
tos cofactores. La actividad se expresa en 
pmol cAMP/diin/mg protelna.
in
nmol/min/mg
0.4
0.3
0.2
0.1
F + Mg Mn + NaN
F + Mg 4- Mn'
■ - H
F + Mg
r,-6 n5
10^ i f  M0 10" 10'
ADENOSINA
FIGURA 35. Efecto de la adenosina sobre la actividad 
de adenilato ciclasa en presencia de dis­
tintos cofactores. La actividad se expre— 
sa en nmol cAMP/min/mg protelna.
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miento similar. La interpretaciôn de este fenômeno es oscura, 
ya que todavîa no se conoce cual es el mécanisme de inhibiciôn 
via sitio "P". Résulta évidente que en este caso la inhibiciôn 
se realiza por esta via, ya que se necesitan concentraciones de 
adenosinas superior es a 10 ,«M, en la mayor la de los estados de 
activaciôn estudiados, para que la inhibiciôn sea significative 
con respecto al control. A concentraciones inferiores a 1 no 
se observa efecto alguno por lo que se puede pensar que en este 
caso el denominado sitio "R" o no existe o se necesita algiln re 
querimiento especial para hacer visible alglin efecto, como ha 
sido sugerido por Londos y col (193).
TABLA 20; Inhibiciôn por adenosina 1 mM sobre la adenilato cicla 
sa, expresada en porcentajes de los contrôles sin ade­
nosina.
INHIBICION %
Mgcig 10 mM 2
MnClg 1 nW 43
Mgcig 10 mM + NaF 10 mM 58
MnClg 1 mM + NaF 10 nÉi 79
MnClg 1 mM + MgClg 10 mM + NaF 10 mM 76
MnClg 1 nM + MgCl^ 10 mM + NaF 10 mM + NaN^ 1 ntfl 80
3.4.1.7. EFECTO DE LA AZIDA SODICA
La azida sôdica es un potente activador de la guanila- 
to ciclasa en numerosos sistemas como ya se comentô en su momen­
to y existen algunos datos que sugieren la posibilidad de que se 
comporte también como un activador de la adenilato ciclasa en de 
tertninadas circunstancias (457). Los resultados en el sistema del
111
200
pmol/min/mg
150
100
50
F + Mg
F + Mn
r
10r3
Mn2+
A  \\— A ------------------------------ M g
2+
10  ^ M NaN.0 10
FIGURA 36. Efecto del NaN^ sobre la actividad de la adenilato 
ciclasa en presencia de distintos cofactores. La aç 
tividad se expresa en pmol cAMP/min/mg protelna.
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insecto son sorprendentes en el sentido de que la azida no sôlo 
produce un aumento significativo de la actividad, sino que este 
aumento no se produce en todos los casos por igual. Como se ob­
serva en la fig. 36, résulta significative el hecho de que la
2+
activaciôn se produce preferentemente en presencia de Mn y de
F siendo practicamente nula cuando la enzima se ensaya sôlo con
Mg^^, como ûnico cofactor.
Estos resultados pueden interpretarse desde el punto
de vista de los trabajos de Murad y col (60) los cuales han de-
2+mostrado que la guanilato ciclasa en presencia de NaN^ y bii 
es capaz de sintetizar cAMP a partir de ATP. En este caso se po 
drla pensar que el incremento de actividad séria debido a la 
colaboraciôn en la biosintesis de cAMP de una guanilato ciclasa 
endôgena. sin embargo, queda la duda de por quô el incrmento se 
hace mayor en presencia de F que en ausencia del mismo, cuando 
éste en realidad no deberia afectar a la guanilato ciclasa.
3.4.1.8. EFECTO DE LA FUERZA lONICA
Con vistas a establecer si era necesaria en el medio 
de incubaciôn una determinada fuerza iônica para optimizar la 
actividad de la adenilato ciclasa, se llevô a cabo una serie de 
ensayo s en los cuales se compêirô el efecto ejer cido por el NaCl
sobre la actividad de la enzima en presencia de distintos cofaç
tores, los resultados se observan en la fig. 37. Se puede apre-
ciar que en presencia de Mn^^ 1 mM la enzima apenas sufre inhi­
biciôn incluse a altas concentraciones de NaCl. En tanto que 
con Mg^^ 10 mM y F 10 mM la enzima se inhibe a concentraciones 
del orden de 0.1 M. Cuando se activa la enzima con Mg^^ 10 mM, 
Mn^^ 1 mM y F 10 mM, la inhibiciôn con NaCl 0.1 M es practica­
mente nula aunque a medida que se aumenta la fuerza iônica se 
produce una pérdida de actividad considerable, Parece por lo tan
Id
nmol/min/mg
0.3
F + Mg^*+ Mn
0.2
F -hMg
Mn
1.0 M0.5
2+
No Cl
FIGURA 37. Influencia de la fuerza iônica sobre la actividad 
de la adenilato ciclasa. La actividad se expresa 
en nmol cAMP/tnin/rag protelna.
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2+
to évidente que la presencia de Mn en el medio provoca un cam 
bio conforraacional en la enzima que le hace menos sensible a las 
variaciones de fuerza iônica. Esto podrla tener una importancia 
crucial, ya que podrla constituir una forma de regulaciôn de la 
enzima, mâs aûn, si tenemos en cuenta que en las inmediaciones 
de la membrana se pueen producir variaciones locales en la con­
centraciôn de electrolitos como consecuencia de los procesos de 
permeabilidad y de transporte, que en muchas ocasiones son pro- 
vocados por un aumento de los niveles de cAMP. Se podrla ejercer 
de esta manera un control por retroalimentaciôn tanto en sentido 
positivo como en sentido negativo en dependencia del estado de ac 
tivaciôn en el que se encuentre la enzima.
3.4.2. CABEZA DEL INSECTO ADULTO
3.4.2.1. DISTRIBUCION EN SUBFRACCIONES
Con objeto de mejorar la calidad del preparado enzimâ 
tico de adenilato ciclasa buscando sobre todo una fracciôn par- 
ticulada que pudiese responder a hormonas o neurotransmisores 
se pensô que séria necesario diseccionar: alguno de los ôrganos 
internos del insecto o alguna regiôn rica en tejido nervioso.
A tal objeto se separaron las cabezas del insecto adul 
to y el homogeneizado se sometiô a una serie de centrifugacio- 
nes diferenciales seguidas de una centrifugaciôn en gradiente de 
sacarosa. Los resultados de taies procesos se reunen en la fig. 38, 
En este histograma se puede apreciar el gran aumento de activi­
dad especlfica que se produce al fracciônar la rauestra. A la vi^ 
ta de estos datos se eligiô como fracciôn preferencial la inter 
fase de 1.0 M de sacarosa, ya que si bien, la interfase de 0.7 5 
M posee mayor actividad especlfica también présenta una menor 
masa de protelna, lo que le hace poco apropiada para los ensayos.
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En las fracciones del gradiente de sacarosa mâs intere 
santés desde el punto de vista de la actividad especlfica se de- 
terminô la composiciôn porcentual de fosfollpidos y de colesterol 
con objeto de comprobar la existencia de alguna diferencia signi- 
ficativa entre las mismas, Los resultados pueden verse en las ta­
blas 21 y 22.
TABLA 21; Fosfollpidos présentes en las distintas fracciones par 
ticuladas obtenidas en las interfases de un gradiente 
discontinue de sacarosa.
FOSFOLIPIDO. % SEDIMENTO INTERFASE 
1.5 M
INTERFASE 
1.25. M
INTERFASE 
1.0 M
PC 26 25 27 25
PE 49 50 51 52
LPE 6 7 6 6
PI 2 4 2 1
PS + LPC 17 14 14 16
TABLA 22; Colesterol en las fracciones particuladas obtenidas en 
dos experimentos diferentes utilizando un gradiente 
discontinue de saceirosa (M).
EXPERIMENTO 1 EXFEfelMENTO 2
COLESTEROL 
(/ug/mg LT)
INTERFASES UNIDAS 
1.0 + 1.25 + 1.5
50
INTERFASE
1.0
50
INTERFASE 
 I-25
56
INTE2FA3E
1.5
56
HiC N
PE
FFA DPG
PC
LPE
FIGURA 39. Cromatografla en capa fina de los fosfoll 
pidos présentes en las preparaciones de 
membrana de cabezas de adulto.
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La fracciôn de 0.7 5 M no se pudo valorar debido a la 
pequenîsima masa que se obtuvo y por esta razôn no figura en la 
tabla.
Como no se observé diferencia significativa alguna en 
la composicién de fosfolipidos y en la cantidad de colesterol 
no se pudo deducir oonclusién alguna acerca de estos datos. Sin 
embargo, fue mucho mâs significativo el hecho de que al cromato 
grafiar en dos dimensiones (1-. oloroformo/ metanol/ amoniaco/ 
agua (130:50:5:3:3.5), 25. oloroformo/acetona/metanol/acêtico/ 
agua (6:8:2:2:1)), los fosfolipidos totales de las interfases uni 
das del experimento 1 de la tabla 22, se pudo obtener como se 
muestra en la fig. 25, un patrôn de desarrollo donde aparecen 
dos manchas que se revel an con un reactivo especial para aziica- 
res (<r-Naftol 0.5% en metanol/agua (l:l), pulverizado con SO^H^ 
95%) y que por su posiciôn y caracterlsticas se pueden conside- 
rar como cerebrôsidos con âcidos grasos normales (CN) y âcidos 
grasos hidroxilados (CH).
3.4.2.2. EFECTO DE LOS CATÎONES BIVALENTES
Igual que sucede con la adenilato ciclasa del adulto 
farato, la adenilato ciclasa de la cabeza présenta un requeri-
2 +  2-t-
miento absolute de un métal divalente como Nfri o Mg para lie 
var a cabo la reacciôn de hidrôlisis del ATP. Los requerimientos 
para ambos cationes pueden verse en la fig. 40.
Las concentraciones ôptimas de ambos cationes son de
2+ 2+1 mM para el Mn y de 10 para el Mg
La diferencia mâs signif icativa con la enzima de aduj. 
to farato es que en la cabeza la relacién de actividades ôptimas 
en presencia de Mn^^ y Mg“^ varia de 2.5 a 3.5, relaciôn que es 
superior a la anteriormente apuntada -1.5 a 2.5- para el adulto 
farato. Por lo tanto, todo lo que anteriormente se ha discutido
(Kf
nmol/min/mg
0.3
Mn
0.2
0.1
40 m M •
21 3 4 mM A
FIGURA 40. Influencia del MgCl^ 7 MnCl^ sobre la actividad 
de la adenilato ciclasa. La actividad se expre- 
sa en nmol cAMP/min/mg proteina.
pmol/mln/ mg
30
20
10
3 24 1
FIGURA 41. Actividad de adenilato ciclasa en presencia de CoCl,
pm ol/m in / mg
400
200
OCT. Mn
2+
Co
GppNHpI'I
2+
GppNHp ^
f:!: I Mn:+
C o ^ C o *
*
_m_m * j# ___
FIGURA 42. Efecto de diferentes modnladores sobre la actividad
de adenilato ciclasa en presencia de CoCl^ 1 mM. La 
actividad se expresa en ptnol cAMP/min/mg proteina.
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sobre la presencia de un segundo sitio que une el métal, se ve 
en este caso ratificado y ampliado, ya que de no existir ese si
tio es muy dificil dar una interpretaciôn coherente a las dife-
2+ 2+
rencias de comportamiento observadas entre el Mg y el Mn
También se ha estudiado si la enzima podla catalizar la
bioslnteis de cAMP en presencia de otros metales divalentes como
Co^^, Ca^^o Zn^^. Tanto el Ca^^ como el Zn^^ son absolutamente
2+
ineficaces a tal fin, en tanto que el Co puede dar euenta de
unos niveles de actividad que si bien son inferiores a los obser 
2+ 2+
vados con Mn y Mg son lo suficientemente importantes como 
para ser ccnsiderados como significativos. Esto se observa en la 
fig. 41. El mâximo de actividad se encuentra.a una concentraciôn 
prôxima a 1 mM de CoClp.
2+ 2+
La diferencia de comportamiento entre el Co , Mg y .
2+ 2+ 
bta es que mi entras el Mg no se comporta como un inhibidor de
2+
la actividad cuando se eneuentra présente el Mn como activador, 
2+
el Co , sin embargo, es ligeramente inhibidor de las actividades
basales determinadas con Mg^^ o Mn^^. Esto illtimo puede verse en 
2+
la fig. 42. El Co mantiene por lo tanto un comportami ento in-
2+ 2+ 2+ 2+ 
termedio entre Ca y Zn , y Mg y Mn , ya que puede dar euen
2+ta de parte de la actividad de la enzima igual que el Mg y el 
2 +
Mn pero se comporta como un inhibidor en presencia de estos û],
2+ 2+
timos, igual que lo hacen el Ca y Zn , los cuales son incapa- 
ces de proporcionar actividad alguna.
Se ha estudiado también el comportamiento cinético fren 
te a la concentraciôn de ATP, manteniendo fija la concentraciôn 
de Mg^^ a 10 mi 
en la fig. 43.
M y la de Mn^^ a 1 mM. Los resultados pueden verse
Los valores de Km y Vmax aparentes para el Mg^^ son de 
120 /^ M y 900 pmol/min/mg en tanto que para el Mn^^ son de 30 ,«M 
y 900 pmol/min/mg. De estos datos se deduce que en presencia de
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2 +Mn el sustrato posee mayor afinidad per la enzima que en presen
cia de Mg^^y al mismo tierapo la Vmax es ligeramente superior, lo
que podrîa indicar que el efecto activador del se podria de-
ber, bien a que el complejo Mn^^-ATP posee mâs afinidad por la en
zima que el Mg^^-ATP, o bien que se produce a través de un sitio
alostérico un cierto cambio en la estructura de la enzima que
aumenta la afinidad por el sustrato. Este âltimo aspecto debe pre
vaiecer sobre el primero, ya que si fuera debido a que el Mn^^-ATP
2+
es mejor sustrato, el Mg se deberia comportar como un inhibidor
2-t-
en presencia de Mn , lo cual no se ha comprobado nunca incluso 
a concentraciones altas de Mg^^. De hecho el Mg^^ y el Mn^^ jun­
tos pueden proporcionar una actividad superior a la que se obtie 
ne con cada uno de ellos independientemente. En cualquier caso 
cuando pueden influir muchos factores en las cinêticas de sustra 
to, es francamente dificil llegar a soluciones convincentes acer 
ca de los mecanismos de actuaciôn de los distintos cofactores.
3.4.2,3. EFECTO DEL FLUORURO Y OTROS lONES
La acciôn del fluoruro sobre la adenilato ciclasa de la 
cabeza se ha estudiado en presencia de Mn^^, Mg^^ y Co^^. En la 
fig. 42 puede verse el efecto activador del F (10 mM) sobre la aç 
tividad basai medida con Co^^ (1 mM). En la fig. 44 se establece 
la concentraciôn optima de activaciôn por F sobre la actividad 
basai con Mn^^ (l mM) y Mg^^ (10 mM). La concentraciôn ôptima es 
del orden de 10 mM. Lo mâs significativo de esta respuesta es 
que la activaciôn es superior no sôlo en porcentaje sino en valor 
absolute cuando la enzima se valora con Mg^^ que si se hace con 
Mn^^. El resultado es équivalente al que se obtuvo con el adulto 
farato, pero en cierta medida amplificado, ya que se parte de unos 
valores basales mâs desproporcionados para ambos cationes.
Las cinêticas de sustrato en presencia de los pares Mg^^ 
10 mM/F 10 mM y Mn^^ 1 mM/F 10 mM, pueden verse en la fig. 45.
nmol/min/mg
0.5 Mn
•2■3
FIGURA 44. Influencia del NaP en la actividad de adenilato
ciclasa en presencia de MgCl^ 10 mM o MnCl^ 1 mM.
La actividad se expresa en nmol cAMP/min/mg proteina.
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Los valores respectivos de Km aparente son de 43 /iM y 60 /iM, en 
tanto que los de Vmax son de 4 45Q pmol/min/mg y 3 000 pmol/min/ 
mg. Comparando estos datos con las actividades basales se obser­
va un cambio de valores en todos los sentidos, ya que en este ca 
so las Km son ahora mâs semejantes que los valores de Vmax y al 
mismo tiempo se produce una inversiôn en sus valores relativos, 
no sôlo con respecto a la actividad basai sino entreellos mismos 
Reaimente lo que parece ocurrir es que la combinaciôn de los efeç 
tos del F y los cationes metâlicos provoca una serie de cambios 
conformacionales difer entes segiin las distintas combinaciones po 
sibles, de tal forma que cada uno de los estados conformacionales 
posee unas caracterlsticas cinêticas distintas en funciôn de la 
mayor o menor disponibilidad del sustrato y de la capacidad de hi 
drôlisis del centro activo.
Aparté de los estudios realizados con el NaF se han es­
tudiado los efectos de otras sustancias como Na^WO^, Na^MoO^ y 
NH^VO^. Los resultados pueden verse en las tablas 23 y 24.
TABLA 23: Efecto de diferentes aniones ensayados a varias concen­
traciones (M) sobre la actividad basai de adenilato ci­
clasa de cabezas de adulto determinada en presencia de 
MgClg 10 mM. Los resultados se expresan en pmol cAMP/min/ 
mg de proteina.
-2
ADICION 0 10"^ 10“ ^ 10""^ 10“^ 10"^ 2x10 ^ 4xl0"
Nada 124 - - - - - - -
NaF - - - 169 370 1.993 1.641 7 39
Na^WO^ - .122 228 647 1 363 1 579 - -
NH^VO^ - 181 270 715 1 279 - - -
Na^MoGA - 147 346 609 854 - -
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TABLA 24: Efecto de distintos aniones ensayados a concentraciones 
fijas sobre la actividad basai de la adenilato ciclasa 
de cabeza de adulto determinada en presencia de distin­
tos cationes. El resultado se expresa como porcentaje 
referido a la actividad basai medida en presencia de 
MgClg 10 mM (x - ^(n)), donde x représenta el valor
medio, ^la desviaciôn estandar y n el nûmero de expe 
rimentos realizados, ensayados a su vez por duplicado.
10 mM MgClg +
ADICION 10 mM MgCl^ 1 mM MnCl^ 1 mM MaCl„
Nada 100 • 286 ± 38 (7) 330 ± 25 (2)
NaF 10 mM 1 536 ±160 (8) 591 ±165 (5) 2 468 ±208 (2)
1 262± 82 (4) 534 ± 2 8  (2) 748± 40 (2)
NH^VO 1 mM 1 104 ±148: (3) , 295 ± 52 (2) 455:± 29 (2)
Na^MoO^ 1 mM 549± 75 (3) 979 ±108 (3) 1 502 ± 93 (2)
De toda esta colecciôn de datos son varias las conclu- 
siones que se pueden obtener. En primer lugar, se observa un.,efeç 
to activador por parte de las distintas sustancias que ha de ser 
achacado a la presencia de sus respectivos aniones en disoluciôn. 
Hay que hacer constar que aunque en la tabla se han Jpuesto los 
datos obtenidos con NH^VO^, se obtuvieron, en todos los casos, 
idénticos resultados con NaVO^ comprobândose ademâs que el 
no ejerce efecto alguno sobre la enzima. Realmente aunque los 
aniones que sQ originarlan directamente de las sales son F , W0^“ 
VO y MoO^~ no ha sido posible determinar si son estas u otras 
formas complejas, oxidadas o reducidas de los mimos, las respon­
sables de la activaciôn, ya que el comportamiento de estos anio 
nés en disoluciôn es complejo y no existen en la bibliografia da 
tos claros al respecto.
Résulta muy interesante que tanto el vanadato, como el
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molibdato se comporter! como activadores de la enzima de insectos, 
ya que hasta el momento son muy pocos los trabajos en los que se 
ha hecho referenda a esta capacidad activadora (130-132). A la 
vista de esto se puede pensar, dada la diferencia entre los mana 
feros y los insectos, que el comportamiento activador puede ser 
tan generalizable como el del fluoruro. La verdadera novedad es 
el wolframato del cual la ùnica referenda que existe hasta el 
momento es la ausencia de efecto activador en merabranas de higa- 
do de rata (132); sin embargo, en nuestro sistema el aniôn se 
comporta como un activador practicamente de la misma potencia que 
el fluoruro. Hasta que no se disponga de mâs datos al respecto no 
se podrâ saber a que se debe esta dualidad de actuaciôn. De todas 
fprmas, wolframato y molibdato no tienen ni con mucho la importan 
cia que a nivel de regulaciôn podria poseer el vanadato, ya que 
este aniôn se encuentra en la cêlula en concentraciôn suficiente 
como para ejercer su acdôn sobre la actividad de la adenilato ci 
clasa y otras enziraas como ya se puso de manifiesto en la intro- 
ducciôn.
Era de interés pues, comparar el comportamiento de es- 
2+ 2+
tos aniones frente al Nfri y Mg Lo que mâs llama la atenciôn 
es la inversiôn de porcentàjes de activaciôn que se produce con 
el molibdato, es decir, en tanto que los otros aniones proporciç 
nan mayor activaciôn en presencia de Mg^^, el molibdato lo hace 
en presencia de Mn^^. Este efecto se estudiô con mâs detalle a 
distintas concentraciones de molibdato y los resultados se repre 
sentan en la fig. 46. Comparando esta figura con la fig. 44 se 
puede apreciar mejor lo que apuntâbamos mâs arriba.
2+
Con el vanadato sucede que en presencia de Mn se pier 
toda capacidad activadora. Es el caso extremos de lo que ocurre 
con el fluoruro y el wolframato.
rvf
nmol/min/mg
Mn
0.5
6 •5 4 3 2
1(j’ M MoO,
FIGURA 46. Influencia del Na^MoO^ sobre la actividad de adenilato 
ciclasa en presencia de MgCl^ 10 mM o MnCl^ 1 mM. La ac 
tividad se expresa en nmol cAMP/min/mg proteina.
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2+ 2+
Por otra parte, en presencia de Mn y Mg se produce 
un efecto sinérgico cuando se ensaya el fluoruro y el molibdato, 
pero se inhibe con respecto al valor obtenido con el vanadato y 
wolframato en presencia de Mg^^.
En la fig. 47, se examina la aditividad de estos anio­
nes con respecto al fluoruro. No se observé aditividad alguna en 
tre los distintos aniones. Esto podria indicar bien que la enzima 
ha alcanzado un techo en su actividad o que el efecto se realiza
a través del mismo sitio. Esto ûltimo es lo mâs probable, ya que
- 24-
el techo de la enzima no se alcanza con F 10 mM y Mg 10 mM,
2+
puesto que en presencia de Mn se puede conseguir una actividad 
superior. Hasta el momento todos los trabajos que se han hecho 
con estos aniones parecen indicar que su mécanisme de acciôn es 
similar al del fluoruro (130-132).
Hay que resaltar la estrecha relaciôn entre los catio 
nés y los aniones, lo que parece indicar que, o bien la uniôn 
del aniôn a la enzima se realiza a través de aigûn tipo de com­
plejo con el métal o existe entre el sitio aniônico, catiônico y 
catalitico cierta posibilidad de interacciôn que determinarîa, 
en cada caso, qué sitio debe ser ocupado por cada efector, en 
funciôn de sus afinidades y de sus proporciones estequiométricas 
en la mezcla.
En la fig. 48, se han dispuesto en orden creciente las 
actividades de la enzima en presencia de MgCl^ 10 mM, MnCl^ 1 mM 
Na^MoO^ 1 mM y NaF 10 mM en todas las combinaciones posibles se— 
gân el diagrama siguiente:
12. MgClg 10 mM
22. MuClg 1 mM
32. MgClg 10 mM 4- MnCl^ 1 mM
42. MnClg 1 mM 4- NaF 10 mM
pmol/min/mg
1000-
800
600
4 0 0 -
200
CON. Mo
w
Mo
CON. W
F + Mg2 + F + Mn2-^
FIGURA 47, Determinaciôn de la aditividad del efecto del Na^MoO^ 1 mM 
Na^VO^ 10 mM y NaVO^ 1 mM con el del NaF 10 mM sobre la 
actividad de adenilato ciclasa, en presencia de MgCl^ 10 
mM o MnClg 1 mM,
pm ol/m in/m g
1.000
500
%: Mg2*
. 1
■
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FIGURA 48. Determinaciôn de la actividad de adenilato ciclasa 
en presencia de diferentes cofactores. La actividad 
se expresa en pmol cAMP/min/mg proteina.
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52. MgCl^ 10 mM + Na^MoO^ 1 mM
62. MnClg 1 mM + NaF 10 mM + Na^MoO^ 1 mM
72. MnClg 1 mM + Na^MoO^ 1 mM
82. MgClg 10 mM + NaF 10 mM + Na^MoO^ 1 mM
92. MgClg 10 mM + NaF 10 mM
102, MgClg 10 mM + MnCl^ 1 mM + Na^MoO^ 1 mM
112. MgClg 10 mM + MnCl^ 1 mM + NaF 10 mM
122. Mg Cl g 10 mM + NfriCl^  1 nM + NaF 10 mM -t- Na^MoO^ 1 mM
3.4.2.4. EFECTO DEL CALCIO
El efecto del Ca se déterminé en este caso frente a 
las actividades basales de la adenilato ciclasa en presencia de 
MnClg 1 mM y de MgCl^ 10 mM. El resultado puede verse en la fig. 
49. Igual que sucede con la adenilato ciclasa del adulto farato 
el efecto inhibidor del calcio es superior cuando la enzima se 
valora en presencia de Mg^^ que cuando se hace en presencia de 
Mn^^.
En la tabla 25, se compara el efecto inhibidor del Ca^^ 
sobre la actividad enzimâtica en presencia de distintos activa 
dores. Los resultados indican que la inhibiciôn es superior en 
presencia de Mg^^que de Mn^^, lo que podria,indicar que el Mn^^ 
tendria mâs afinidad que el Ca^^ y que el Mg""^  por ese posible 
centro de uniôn alostérico de metales y por lo tanto la inhib_i 
ciôn séria mucho menor que con Mg^^ el cual no podria competir 
satisfactorlamente con el calcio.
El hecho de que en presencia de fluoruro y magnesio 
la inhibiciôn sea menor que con magnesio, se puede explicar por 
una razôn puramente quimica, ya que el Ca^^ puede formar un corn 
plejo con el F que disminuiria la concentraciôn efectiva del 
metal y por lo tanto reduciria su efecto inhibidor. Algunas prue 
bas mâs en favor de esto ûltimo, se verân mâs adelante.
i/o/.
%  ACTIVIDAD
100  -
50
Mn
M,
10^ ld^ 10  ^ 10  ^ lÔ^ M
Ca2+
FIGURA 49. Efecto del CaCl^ sobre la actividad de adenilato 
ciclasa en presencia de MgCl^ 10 mM o MnCl^ 1 mM.
pm ol/m in/m g 
300 ^
200
100
Mn2+
10r7 10\S 10' 10 10  ^ M 
ADENOSINA
FIGURA 50. Efecto de la adenosina sobre la actividad de 
adenilato ciclasa en presencia de MgCl^ 10 mM 
o MnClg 1 mM. La actividad se expresa en pmol 
cAMP/min/mg proteina.
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TABLA 23: Efecto de C a d  1 nW sobre la adenilato ciclasa de ca­
beza del insecto adulto estudiado bajo diferentes gra- 
dos de activaciôn. El resultado se expresa en porcenta 
je frente a los contrôles sin calcio.
% ACTIVIDAD
Mgcig 10 mM 26
MnClg 1 mM 69
Mgcig 10 mM + NaF 10 mM 46
MnClg 1 mM + NaF 10 mM 61
No ha sido posible detectar ningûn efecto activador del 
Ca^^ sobre la enzima a bajas concentraciones. A tal fin séria ne- 
cesario realizar los experimentos en presencia de una calmodulina 
propia del insecto para comprobar si el Ca^^ puede ser en esas 
circunstancias un modulador positive de la adenilato ciclasa de 
Ceratitis capitata como parece serlo en Bombyx mori (398), si 
bien, en este caso una de las pruebas que se aportan para demos- 
trar el efecto activador del Ca^^ es que la enzima se inhibe en 
presencia de EGTA. En Ceratitis capitata, la enzima no sôlo no 
se inhibe por EGTA sino que se activa ligeramente como se deraues. 
tra en la tabla 26.
El que la enzima se active ligeramente en presencia de 
tan bajas concentraciones de EGTA indicaria que existen en el me 
dio de incubaciôn pequehas cantidades de algûn métal, posiblemen 
te Ca , que serlan responsables de la inhibiciôn de la en zima.
3.4.2.5. EFECTO DE LA ADENOSINA
El efecto de la adenosina se ha ensayado sobre la en­
zima activada por distintos cofactores, de la misma forma que
pm ol/m in/m g 
300
200
100
Mn2+
10* 10r6 10' 10 10  ^ M
ADENOSINA
FIGURA 50. Efecto de la adenosina sobre la actividad de 
adenilato ciclasa en presencia de MgCl^ 10 mM 
o MnCl^ 1 mM^ La actividad se expresa en pmol 
cAMP/ntin/mg proteina.
-Jo
nmol/min/mg
Mg + Mn
o — I
F * Mg
e — i
F Mn
1-7 n-6 i5 10^ 10'^ M0 10' 10" 10
ADENOSINA
FIGURA 51. Efecto de la adenosina sobre la actividad de adeni 
lato ciclasa en presencia de distintos cofactores 
La actividad se expresa en nmol cAMP/min/mg pro­
teina.
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se hizo con la enzima del adulto farato. Los resultados pueden 
verse en las figs. 50 y 51.
TABLA 26: Efecto del EGTA 100 y del CaCl 88 sobre la ade 
nilato ciclasa de la cabeza del adulto de Ceratitis ca 
pitata. El resultado se expresa en pmol cAMP/min/mg de 
proteina.
-Ca^" +Ca^+
5 mM 91 62
Mg "^^  5 mM + EGTA 100 /uM 107 96
TABLA 27': Efecto de la adenosina 1 mM sobre la actividad de la
adenilato ciclasa de cabeza de adulto ensayada en pre­
sencia de distintos cofactores. Los datos se expresan 
como porcentaje de inhibiciôn sobre un control sin adi 
ciôn de adenosina.
% INHIBICION
MgClg 10 mM 19
MnClg 1 mM 29
NaF 10 mM + MnClg 1 mM 72
NaF 10 mM + MgClg 10 nW 44
NaF 10 mM + NfriCl^  10 mM + MgCl^ 10 mM 81
En la tabla 27, se recogen los porcentajes de inhibi­
ciôn calculados para una concentraciôn de adenosina de 1 mM. Igual
que ocurria con la enzima de adulto farato, la inhibiciôn es su-
2 + 2+perior en presencia de Mn que de Mg y también a medida que la 
enzima se halla en un estado de mayor activaciôn. Este dato vie-
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ne a confirraar, una vez mâs la gran importancia que los metales 
pueden jugar en la regulaciôn de la enzima, ya que el comporta- 
miento de la misma frente a uno u otro efector puede verse alte 
rado en gran medida en funciôn del metal que se encuentra prèsen 
te en las inmediaciones de la enzima. Para la adecuada interpre 
taciôn biolôgica de estos hechos séria necesario conocer las con 
ciciones del microentorno de la enzima.
Para ver en que medida el efecto de la adenosina es o 
no especifico se hanllevado a cabo una serie de experimentos uti 
lizando distintas bases, nucleosidos y nuclectidos, como posibles 
inhibidores de la enzima previamente activada por NaF 10 mM y 
MgClg 10 mM. De los datos de la tabla 28, se deduce que sôlo los 
derivados de adenina son capaces de inhibir la enzima, siendo el 
orden decreciente del poder inhibidor ADP > AMP > ADENOSINA > 
ADENINA. La interpretaciôn que se puede dar a este hecho es que 
el sitio dnhibidor posee un cierto tipo de requerimientos del 
anillo de adenina, caracteristica muy importante que podria indi 
car segûn Fain y Malbon (164) que la inhibiciôn se realiza a tra 
vés del sitio "P". En realidad segiln estos autores la inhibiciôn 
via sitio "P" podria realizarla el AMP en lugar de la adenosina-, 
hecho que parece estar en absoluta concordancia con maestros re­
sultados. Sin embargo, cuando se estudiô el efecto inhibidor del 
AMP sobre la actividad de la enzima en presencia de diferentes 
activadores, tabla 29, se observaron algunas diferencias en prin 
cipio significativas, entre la inhibiciôn por AMP y por adenosi, 
na.
Cuando se ehsaya el AMP como inhibidor se observa que 
la inhibiciôn en presencia de Mg^^ es ahora mayor que en presen­
cia de Mn^^ y que cuando la enzima estâ'activada por fluoruro 
la inhibiciôn es menor, al contrario que ocurre con la adenosina. 
Esto podria indicar que ambos compuestos estân actuando a través
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TABLA 28:Efecto de distintas bases, nucleosidos y nucleotidos so 
bre la actividad de la adenilato ciclasa de cabeza de 
adulto ensayada en presencia de MgCl^ 10 mM y NaF 10 mM, 
Los datos se expresan como porcentajes de actividad so­
bre el control sin adiciôn. Las sustancias aRadidas se 
ensayaron en dos experimentos diferentes, el primero de 
los cuales se hizo con una concencraciôn de efector de 
1 mM y el segundo con 0.1 mM
EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2
ADICION
Nada
Adenina
2'-Desoxiadenosina
Adenosina
AMP
ADP
Guanina
Guanosina
Inosina
Hipoxantina
Xantina
Citosina
5-Metilcitosina
Citidina
Uridina
Timina
% ACTIVIDAD 
100 
91
48
62
118
113
111
113
104
109 
116 
117
110
% ACTIVIDAD 
100 
100 
83 
90 
56 
46
104 
114
105 
100
de sitios diferentes o bien que el AMP ademâs de actuar via sitio 
"P" actuaria a través de otro sitio, posiblemente el centro cata­
litico. Con respecto a esto es importante observeur los resultados 
de la fig. 52, que ijepresenta la cinética de sustrato de la enzima.
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TABLA 29: Efecto del AMP 0.1 mM sobre la adenil'ato ciclasa de ca 
beza de adulte medida en presencia de diferentes cofaç 
tores. Los dates se exprèsan corne porcentajes de inhi- 
biciôn sobre un cofitrol s in AMP.
% INHIBICION
Mgcig 10 mM 41
MnClg 1 mM 33
Mgcig 10 mM + NaP 10 mM 25
Mgcig 10 mM + GTP 0.1 mM 35
Mgcig 10 mM + GppNHp 0.1 mM 49
determinada en presencia de adenosina 1 mM, NaF 10 mM, con MgCl^ 
10 mM o MnClg 1 mM. Se aprecia claramente dos tendencias claras 
en la cinética una a bajas concentraciones de ATP y otra a con- 
centraciones altas. Este indicaria que la acciôn de la adenosina 
no responde a un esquema secillo sine que posiblemente es el re 
suitado de la interacciôn del nucleoside en mâs de un sitio. Sin 
ningun género de dudas une de les sitios posibles para su acciôn 
es el centra catalitico en el que sustancias que posean un anillo 
de adenina en su molécula podrlan corapetir con la union del com- 
plejo Metal-ATP impidiendo de este modo la catélisis. Premont y 
col (195) han sugerido incluse que el sitio "P" a través del cual 
se supone mediado este efecto, estarla localizado en el propio 
componente catalltico y no se descarta la posibilidad de que pu- 
diera incluso ' tratarse del propio centre activo.
Otros autores han encontrado también cinêticas de inhi 
bictôn complejas en presencia de adenosina en Bombyx mori (396), 
pulmôn de cobaya (47l) y tiroides bovine (472).
Actualmente las investigaciones acerca del efecto inhi
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bidor de la adenosina via sitio "P" se enouentran estacionadas, 
ya que hasta el momento no se ha podido encontrar una ubioaoiôn 
y un significado coherente para este sitio. Posiblemente el pro 
blema se puede solventar mediante técnicas de uniôn de ligandos 
que puedan distinguir si existe uno o mâs sitios accesibles pa­
ra la misma. En cualquier caso, como se trata de un metabolite 
con unas caracterlsticas similares a otros muchos metabolites ce 
luiares, adenina, AMP, ADP, ATP, inosina, hipoxantina, etc., se 
hace dificil cualquier tipo de interpretaciôn de los resultados, 
debido al gran mimero de enzimas que podrlan utilizarlo de aigu 
na u otra manera como sustrato, cofactor o inhibidor de las mis 
mas y que por le tante serlan capaces de transformarlo o unirlo 
en diferentes grades.
3.4.2.6. EFECTO DEL GTP
El GTP se ha convertide en los ûltimos anos en el cen 
tro de atenciôn de todo el complejo sistema de regulaciôn de la 
adenilato ciclasa y por esta razôn se investigô el comportami en 
te de la enzima en presencia de este nucleotide y de su anâlogo 
no hidrolizable GppNHp. En la fig. 53, se muestra la activaciôn 
de la enzima por ambos compuestos con relaciôn al valor del con 
trol considerado como 100% de actividad y constituido por la ac 
tividad basal en presencia de MgCl^ 10 nM. Se aprecia claramen­
te que el mâximo de actividad se obtiene en ambos cases a 
-410 M y  que la activacion alcanzada por GppNHp es de unas 3 ve 
ces superior a la que se consigue con GTP. Este es reaimente el 
confortamiente clâsico de todas las adenilato ciclasas que res­
pond en a estes nucleotides, tante en le que respecta a su concen 
traciôn ôptima de actuaciôn como a las proporciones relativas 
entre la activaciôn por GppNHp y GTP. Como date mâs proximo a 
nues tro sistema hay que sefialar que Harmar y Horn (406) h an es tu 
diado estes efectos en la cucaracha Periplaneta americana. encon
% ACTIVIDAD
700
GppNHp
300
500
200
GTP300
100
8 3*7 6 5 4
NUCLEOTIDO
FIGURA 53. Efecto del GTP y GppNHp sobre la actividad de
la adenilato ciclasa en pi’esencia de MgCl^ 10 raM.
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trando los mismos valores para los mâximos de activaciôn. El efeç 
to inhibidor observado al superar la concentraciôn de 10 ^ M apar 
te de ser un efecto que se da en otros casos, en los que se ha en- 
sayado por encima de esta concentraciôn (174, 406) es facilmente 
explicable si se piensa que estos nucleotidos a concentraciones 
20 veces superiores a las del ATP présente en el medio de incuba 
ciôn pueden actuar como inhibidores competitivos del sustrato de 
la adenilato ciclasa.
Por otra parte se ha estudiado el efecto de la coneen-
trac iôn de sobre la activaciôn de la enzima por GTP y GppNHp
basândose en una idea original de Salomon y col (473), los cuaies
observaron que al aumentar la concentraciôn de MgCl^ desde. 5 mM
hasta 10 mM se necesitaba 10 veces mayor concentraciôn de GppNHp
para alcanzar la mâxima activaciôn y al mismo tiempo los valores
absolutos de actividad eran superiores en presencia de 50 mM de
MgClg que de 5 mM. Esto lo interpretaron suponiendo que la espe-
cie molecular capaz de activar la enzima era en realidad el GppNHp
2+
libre y no el complejo Mg -GppNHp y por ello al aumentar la con 
centraciôn de Mg^^ se necesitaba mâs GppNHp para activar la enzi 
ma. Sin embargo, dejaban sin explicar porqué la activaciôn era 
superior p or c en tu almen t e en presencia de MgCl^ 50 mM, alegando 
para ello razones poco convincentes acerca de la reducciôn de 
las formas libres del sustrato, que se compoi'tarlan como inhibi­
dores de la enzima, Hecho que nada tiene que ver con el incremen 
to observado para el GppNHp.
Los resultados que se han obtenido en este sentido en 
el insecto se muestran en las figs. 54 y 55. Con el GTP se obser 
va que al aumentar la concentraciôn de Mg^^ el porcentaje de aç 
tivaciôn disminuye, en tanto que la Ka permanece constante, del 
orden de 16 /iM. Teniendo en cuenta que estos datos estân referi- 
dos a sus respectivos contrôles sin GTP en presencia de 10 mM y
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FIGURA 54. Efecto del GTP sobre la actividad de adenilato
ciclasa en presencia de MgCl^ 10 mM o 40 mM.
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FIGURA 55. Efecto del GppNHp sobre la actividad de 
adenilato ciclasa en presencia de MgCl^ 
a distintas concentraciones.
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40 mM de MgClg résulta mâs coherente con la hipôtesis antes apun- 
tada de que al disminuir la proporciôn de GTP libre se disminuye 
también la capacidad de activaciôn del nucleotido. Algo parecido 
ocurre con el GppNHp donde se ve claramente que al aumentar la 
concentraciôn de Mg^^ el porcentaje de activaciôn disminuye, aun 
en realidad los valores absolutos aumentan, ya que la actividad 
basai présente un mâximo de actividad alrededor de 10 mM de MgCl^ 
For lo tanto éstos, junto con otros datos que luego veremos, con 
firman la hipôtesis de Solomon y col, antes apuntada, pero con- 
templada desde otro pùnto de vista.
Otro de los estudios interesantes realizados con estos 
nucleotidos puede observarse comparando las barras negras de las 
figs.57 y 58. Puede apreciarse claramente que el efecto activa- 
dor del GTP y del GPPNHp es superior en presencia de MgCl^ que 
de PhClg. Sôlo el GppNHp es capaz de activar ligerâmente la en­
zima en presencia de Por otra parte en las figs. 42 y 58
puede' apreciarse la influencia del Co^^ como catiôn metâlico.
En este caso la activaciôn por GppNHp es considerable y es del 
mismo orden que la activaciôn media que se consigue para el Mg^^ 
que viene a ser de unas cinco veces sobre el valor del control de 
actividad basal. Esto claramente indica una dependencia del me­
tal en el proceso de activaciôn, lo cual podrîa ser interpretado 
en dos sentidos. Uno que el métal es capaz de formar un complejo 
inactive con el nucleotido, y a tal efecto el Mn^^ séria un agen 
te quelante mâs potente que el Mg^^ y el Co^^ lo cual estarla
en llnea con la utilizaciôn del GTP al lado del Mn^^, en lugar 
2+
de Mg , en las enzimas que lo utilizan como sustrato. El otro , 
séria pensar que el Mn^^a través del sitio metâlico suministra a 
la enzima una conforméeiôn no ôptima para recibir la sehal prove 
niente del componente regulador que une el nucleotido, por lo 
que éste quedarla sin efecto o apenas sin efecto, aun con el
Zll
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FIGURA 56. Efecto del GppNHp sobre la actividad de adeni 
lato ciclasa en presencia de NaF 10 mM.
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GppNHp, que es un actlvador mâs potente.
Por âltimo, cuando se combinan los efectos del fluoru­
re y del GppNHp se observa un efecto inhibidor por parte del 
GppNHp sobre el nivel basai obtenido sôlo en presencia de fluoru
ro. Como se observa en la fig. 56 esta inhibiciôn es dependiente
2+
del metal utilizado siendo superior en presencia de Mn que en 
0 +
presencia d e M g ~  , obteniendose un efecto intermedio en presen­
cia de ambos. Esto estarla de acuerdo con una competencia del 
fluoruro y el GppNHp por el mismo sitio de uniôn o al menos por 
el mismo componente. 3i la activaciôn global es el resultado de 
la susma de actlvidades obtenidas con la subunidad ocupada por 
fluoruro y ocupada por GppNHp, como la actividad que se obtiene 
con GppNHp es inferior a la que se obtiene con fluoruro, es obvio 
que la actividad total ha de disminuir y tanto mâs cuanto menor 
sea la actividad en presencia de GppNHp, que es lo que exacla­
ment e ocurre con el Mn^^ con el que como se ha sehalado, el nu- 
cleotido no actûa como activador. La presencia conjunta del si­
tio de uniôn para el GppNHp y para el F en el mismo componente, 
es un hecho sugerido recientemente en diversas preparaciones 
(57, 334) y los datos aqul aportados confirman este punto de vis 
ta.
3.4.2.7. EFECTO DE LOS NSUROTRANSMISORES
Con objeto de comprobar si las preparaciones de membra 
na procedentes de la cabeza del adulto podian actuar catalitica- 
mente en respuesta a los neurotransmisores se utilizô la octopa- 
raina por su presencia en invertebrados (474, 475), y su potencial 
caracter de neurotransmisor en insectes (476); efectivamente Na- 
thanson y Greengard han demostrado su efecto activador sobre la 
adenilato ciclasa en homogeneizados de ganglio torâcico de Peri­
planeta americana (l87). Una revisiôn sobre este particular pue-
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de encontrarse en (404, 401).
En la fig. 57 se aprecia claramente que la octopamina 
sôlo puede ejercer su efecto activador en presencia de GTP o GppNHp 
lo que esté de acuerdo con todos los experimentos que se han rea 
lizado hasta el momento con neurotransmisores y en especial, con 
los experimentos de Harmar y Horn (406) en insectos; también en 
la misma figura se observa su claira dependencia de Mg^^. Résul­
ta évidente que la enzima en presencia de Mn^^ no sôlo no respon 
de al GTP sino que incluso apenas responde a la octopamina, he- 
chos estos que podrlan correlacionarse a base de un mécanisme de 
actuaciôn de la octopamina consistente en facilitar el acceso 
del GTP a la enzima. Con GppNHp, activador mâs potente, el efec­
to puede apreciarse en alguna medida. En este mismo orden de he- 
chos résulta interesante comparar en la fig. 58 los efectos acti 
vadores de la octopamina 1 mM en presencia de GppNHp 0.1 mM y 
distintos cationes metâlicos, Mg^^ 10 mM, 1 mM y Co^^ 1 mM.
Con el Mg^^ la octopamina présenta el mâs alto grado de activa­
ciôn, en tanto que con Mn^^ y Co^^ el grado de activaciôn es me 
nor y muy parecido entre ambos. Para explicar por qué con el Co^^ 
la octopamina no ejerce un gran efecto activador no podemos re- 
currir al mismo argumento que se aplicô al Mn^^, ya que segün 
se observa en las figs. 42 y 58, el GppNHp por si solo es capaz 
de activar la enzima incluso mâs que en presencia de Mg^^. En 
realidad éste puede ser el motivo del pequeho efecto activador 
de la octopamina ya que en presencia de Co^^ se conseguiria sa- 
turar el centre de uniôn del GppNHp y, por lo tanto, apenas po­
drlan unirse nuevas moléculas por efecto de la octopamina. Sobre 
este particular se verân otros resultados mâs adelante.
Los estudios de Bodnaryk (405) en Marnestra configurata 
confirman plenamente nuestros resultados, ya que por una parte 
la enzima de este insecto puede cataiizar la hidrôlisis del ATP
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2+ 2+
en orden creciente de potencia. en presencia de Co < Mg <
Fe^^ < Mn^^, siendo ineficaces al Ba^^, Ca^^, Cu^^, Zn^^ y Cd'“ .^
El comportamiento de la octopamina con estos cationes es varia
ble y asi el efecto activador es superior en presencia de Mg^^,
2+ 2+
que en presencia de Co y Mn y practicamente inexistente en 
presencia de Fe^^. Estos efectos se han visto también con la ade 
niiato ciclasa sensible a dopamina en el "nucleus cadatus" de 
cerebro de rata (477).
En la fig. 59, se représenta la actividad de la enzima 
en presencia de GTP 0,. 1 nW y MgCl^ 10 mM, variando las concentra 
ciones de distintos neurotransmisores. Seglln estos datos sôlo la 
octopamina, noradrenalina y adrenalina son capaces de activar la 
enzima y especialmente la primera, la cual puede activar la enzi 
en un 180% a concentraciones del orden de 10  ^M. Con la seroto- 
nina y la dopamina no se observa efecto alguno en presencia de 
GTP, sin embargo, en la fig. 60 se aprecia cierto efecto activa­
dor de la dopamina y la serotonina en presencia de GppNHp. El 
que un neurotransmisor no ejerza efecto significaria que en el 
tejido ensayado o no existen receptores para el mismo o su con­
centraciôn es tan baja que pasan desapercibidos. Realmente en 
insectos se han obtenido distintos resultados, asi Nathanson y 
Greengard (187) eneuentran en homogeneizados de ganglio torâci­
co de Periplaneta americana que la enzima responde a octopamina, 
serotonina, dopamina y noradrenalina, en tanto que no lo hace a 
tiramina, feniletilamina, y feniletanolamina; Bodnaryak (404, 
405, 411) en cerebro de Mamestra confiourata eneuentra un efecto 
activador por parte de la octopamina, dopamina, noradrenalina, 
tiramina, feniletilamina, feniletanolamina y no lo encuentra pa 
ra la serotonina; Rodjakovick y March (395) en cerebro de Grom- 
phadorhina oortentosa comprueban el efecto activador de la adre 
nalina y noradrenalina, aunque no tiene efecto el isoproterenol;
Q
<
a
o
<
oV
ÜJ
m o_t—
o
o Q
co•o
■<’o
to
•o
CD
•o
Oo
(SI
o
lO
o
o
o
m
o
■M
m
rH
•H
c
Cl
-Oro
0)
TJ
T3ro
•o
•H
>
•H
*->
Üro •
ro
O
Qj rH
fn
O CM
O rH
10 O
co
co 2
<D
k s ,
O
to
■dE
to 1-4
cro o
5h
Pho €-
(h O
3
01 0)
C T)
ro
0I -H
ü
c c
o <v
L, V)
o O
fn
•H G .
X )
C
O Oi
T)
r o '
O (0ro
ü rH
O O
Uh -Hü] O
Ch
<
MEo
U
MCu
CL
X
o l h- 
CD CD
CL*
O
Q
<
a:
iLlen
Q
<
Q
o
<
o
o
CM
'^ (pki'n.k-c
o
m
O
O
o
o
o
LO
ê-
2
G,
CL
a
ro
01
ro)
ro)ro
ro)
ü
ro CL.
E-"ro o
X
2
- 225 -
Harmar y Horn (406) en cerebro de Periplaneta americana obserban 
el efecto activador de la octopamina, adrenalina, noradrenalina, 
dopamina, isoproterenol, tiramina, f eniletanolamina, feniletilamj. 
na y algnnos otros compuestos relacionados, pero la serotonina no 
ejerce efecto alguno.
A la vista de estos datos, résulta évidente que las di- 
ferencias entre tejidos, el tipo de preparaciones y de métodos 
hace posible una gran variedad de resultados, si bien, todos coin 
ciden en sehalar a la octopamina como el activador mas importan­
te.
El hecho de que en nuestro sistema la dopamina no ejer 
za efecto alguno a menos que se ensaye en presencia de GppNHp po 
drla indicar que el ml mero de receptores présentes es tan bajo 
que a menos que se utilice un activador muy potente es imposible 
apreciar las variaciones en la uniôn del nucleotido de guanina 
a la subunidad reguladora. En cualquier 'caso los ensayos con neu 
rotransmisores u hormonas en presencia de GppNHp son siempre di- 
flciles de interpretar, ya que al no ser un metabolite fisiolô- 
gico los efectos que se provocan pueden ser el resultado de ar- 
tefactos expérimentales.
Para determinar la existencia de efectos aditivos por 
parte de estos neurotransmisores con respecte a la activaciôn 
por octopamina, se preparô un ensayo manteniendo fijas las con­
centraciones de octopamina 1 mM y GppNHp 0.1 mM y variando la 
presencia de los restantes neurotransmisores a concentraciôn de 
1 mM . Los resultados pueden verse en la fig. 61. Ninguno de 
los neurotransmisores muestra efecto aditivo, lo que implicaria 
dos cosas, o bien que no existe mâs que un ilnico receptor, que 
séria el receptor de octopamina a traves del cual actuan los 
otros neurotransmisores debido a que prèsentan ciertas analoglas 
estructurales con la octopamina, o bien siguiendo el modelo de
% ACTIVIDAD
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FIGURA 61. Determinaciôn de la aditividad del efecto de di­
ferentes neurotransmisores con el de la octopami 
na sobre la actividad de adenilato ciclasa en pre 
sencia de GppMHp 0.1 mM y MgCl^ 10 mM.
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Cuatrecasas, la enzima se satura con los receptores de octopami 
na y no quedan unidades catalîticas disponibles para la acciôn 
de los otros receptores. En la bibliografia igual que ocurrla 
con los efectos de los neurotransmisores se reoogen opiniones 
diferentes sobre este tema de la aditividad de los efectos, se 
giln que los ensayos se realicen a concentraciones ôptima s o sub 
ôptimas de los neurotransmisores. Posiblemente existan très ti- 
pos de receptores para octopamina, dopamina y serotonina, pero 
las proporciones relativas de oada uno de ellos varia segûn el 
tejido ensayado. La adrenalina, noradrenalina, tiramina, etc. 
actuarian a través del receptor de octopamina o dopamina, debi­
do a su similitud con las mismas. De cualquier forma serân los 
experimentos de uniôn de los neurotransmisores los que estable_z 
can el rnlmero y especificidad de los receptores existentes.
También se ha estudiado en el insecto la respuesta a 
diferentes sustancias relacionadas estructuraimente con la octo 
pamina en presencia de GTP 0.1 mM. Los resultados se recogen en 
la fig. 62, de los que se puede concluir, la existencia, en prin 
cipio de unos requerimientos estructurales especificos:
12. El grupo amino no debe estar sustituido por grupos volumino- 
sos.
22. La presencia necesaria de grupos OH en las posiciones 2 y 4'. 
32. El OH en posiciôn 3' dificulta la activaciôn."
Dentro de la activaciôn por neurotransmisores se ha es 
tudiado también el efecto que ejercen distintos agentes bloquea- 
dores sobre la activaciôn por octopamina fig. 63. La fentolamina 
présenta un efecto bloqueador muy marcado igual que sucede en to 
dos los sistemas en los que se ha estudiado la acciôn de estos 
bloqueadores (187, 404, 406). Los efectos de la ciproheptadina y
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FIGURA 62. Efecto de los derivados de feniletilamina sobre 
la actividad de adenilato ciclasa en presencia 
de GTP 0.1 mM y MgCl^ 10 mM. La actividad se ex 
presa en pmol cAMP/min/mg proteina.
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FIGURA 63. Efecto de diferentes fàrmacos sobre la activzdad 
de adenilato ciclasa en presencia de GTP 0.1 mM, 
octopamina 1 mM y MgCl^ 10 mM. La actividad se 
exprèsa en pmol cAMP/min/mg proteina.
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y clorpromacina parecen ocurrir como si la inhibiciôn se produje 
se por otra via distinta al bloqueo del receptor. La Yohimbina 
no tiene ninglin. efecto incluso a concentraciôn 1 mM.
De todo ello se deduce que en el insecto Ceratitis capi 
tata existe un receptor especlfico para octopamina, cuyas carac­
terlsticas son similares a las de otros receptores octopaminérgi, 
COS encontrados en insectos (l87, 404, 406).
El efecto estimulador de la octopamina y otros neuro­
transmisores se ha estudiado habitualraente en presencia de GTP, 
ya que con GppNHp la est.itnulaciôn es variable y en algunos casos 
practicamente nula. Este efecto ha sido observado en Mamestra con 
ficmrata (405) y Periplaneta americana (406), donde la relaciôn 
de actividades + octopamina/- octopamina en presencia de GTP es 
de 2.5 y en presencia de GppNHp 1.1. En preparaciones de membra- 
na de Ceratitis capitata se ha podido observar un comportamiento 
similar (tabla 30)
TABLA 30: Activaciôn de la adenilato ciclasa de cabeza de adulto 
Ceratitis capitata por octopamina determinada en prèsen 
cia de GTP, GppNHp o una mezcla de ambos. Los resulta­
dos se expresan en pmol cAMP/min/mg de proteina.
ADICION -OCTOPAMINA -rOCTOPAMINA
RELACION 
+OCTOP./-OCTOP
MgClg 10 mM + GTP 0.1 nW 144 252 1.7
MgClg 10 mM + GppNHp 0.1 nW 824 852 1.0
MgCl 10
+ GppNHp
mM + GTP 0.1 mM + 
0.1 mM 488 7 20 1.5
La falta de estimulaciôn por octopamina en este caso en
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presencia de GppNHp puede ser debida a la saturaciôn del sitio 
guanldico del componente regulador, de tal suerte que, la octo­
pamina quedarla sin efecto al no poder incrementar la proporciôn 
de nucleotido unido. En apoyo de esta hipôtesis se ha observado 
en Ceratitis capitata que si bien con GppNHp 100 no se apre- 
ciaba estimulaciôn por octopamina, a 10 /iM, sin llegar a s a tur a- 
ciôn, la estimulaciôn es del 140%.
Por otra parte, de los resultados expuestos en la ta­
bla 30 se desprende que el GTP al corapetir con el GppNHp por el 
sitio regulador desatura el sistema y permite que la octopamina 
lo active. Si se presta atenciôn, se observa que la diferencia 
entre el estado inicial sin octopamina y el estado activado con 
octopamina es de 108 pmoles en presencia de GTP y de 232 pmoles 
en presencia conjunta de GTP y GppNHp. Es évidente que en este 
ûltimo caso en el incremento de actividad debe participar de al 
guna manera el GppNHp.
3.4.2.8. EFECTO DE OTROS POSIBLES MODULADORËS
Se han ensayado otras sustancias aparté de las que ha^ 
ta aqul se han comentado, en bûsqueda de nuevos efectos activado 
res.
Birnbaumer y col (61) habian demostrado que el Li^ ejer 
cia un efecto activador sobre la actividad basai de la adenilato 
ciclasa de adipocitos y un efecto inhibidor sobre esta mismas en 
zima activada por fluoruro o ACTH. Dousa y Hechter (487) observan 
una inhibiciôn por Li^ de la actividad basai y activada por vaso 
prèsina de la enzima de médula rénal de conejo. El Li^ también 
tiene efecto inhibidor sobre la actividad basai y estimulada por 
fluoruro, histamina y n or ep in efr in a de cerebro de rata (488), 
sobre la actividad basai de cortex renal de rata (489) y sobre 
la enzima de tiroides estimulada por TSH sin alterar .en este ca
nmol / m in/mg 
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FIGURA 64. Efecto del LiCl sobre la actividad de adeni­
lato ciclasa en presencia de MgCl^ 10 mM o 
MnClg 1 mM. La actividad se expresa en nmol 
cAMP/min/mg proteina.
-  2 3 3  -
so la actividad basal (424, 33).
En la enzima de cabeza de Ceratitis capitata el Li^,
segûn se ve en la fig. 64, no ejerce ningiln efecto sobre la ac­
tividad basal tanto en presencia de MgCl^ 10 mM como de MnCl^ 1 
mM.
Se ha probado también el efecto del NaN^ en las cabe-
zas (tabla 31), pero no se ha observado mâs que un ligerisimo efeç
to activador en presencia de NaF 10 mM y MnCl^ 1 mM, por lo que 
en este sentido la enzima de la cabeza parece comportarse de for 
ma distinta a la enzima del adulto farato. Lo mâs probable como 
se comentaba con el adulto farato es que la activaciôn se debie 
ra a causas extrinsecas al sistema de la adenilato ciclasa, como 
inhibiciôn de alguna enzima, ATPasa, fosfodiesterasa, pirofosfa- 
tasa, etc., o a una participaciôn de la guanilato ciclasa, sin 
descartar tampoco una activaciôn directa. En este caso parece que 
no concurren ninguna de estas causas, ya que no se détecta acti­
vaciôn significativa.
TABLA 31: Efecto del NaN sobre la adenilato ciclasa de cabeza 
de adulto. Los datos se expresan en pmol cAMP/min/mg 
de proteina.
ADICION - NaN  ^ + NaN^
MgClg 10 mM 47 + 6 52 + 6
MnClg 1 mM 3 7 7 + 6  3 4 9 + 3
MiClg, 1 mM + NaF 10 mM 594 + 20 696 + 40
MgClg 10 mM + NaF 10 mM 1 179 + 1 1  1 118 + 80
MgClg 10 nM + MnCl^ 1 mM +
NaF 10 mM 3 765 + 69 3 7 50 + 151
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Los polianiones suifato de dextrano y suifato de poli- 
vinllo se habian, encontrado como inhibidores de la adenilato ci­
clasa (l^Q= 3 ,«g/ml) de tiroides de bovino tanto de la enzima 
particulada (144),como soluble (166).
Se probô a tal fin el efecto del poliglutamato como se 
muestra en la tabla 32, sin que se haya observado ningiln efecto 
inhibidor incluso a una concentraciôn de 125 /^g/ml. Posiblemente 
el efecto inhibidor observado con los otros polianiones se deba 
a otro tipo de interacciones con la cadena hidrocarbonada, ya 
que en otros casos tampoco se ha visto inhibiciôn por poliaspâr 
tico (144).
TABLA 32: Efecto del poliglutamato sobre la actividad adenilato 
ciclasa de cabeza de adulto. Los datos se expresan en 
pmol cAMP/min/mg de proteina.
ADICION -POLIGLUTAMICO POLIGLUTAMICO (125 g/ml ^
MgClg 10 mM 1 0 5 + 7  9 7 + 6
MgClg 10 mM + NaF 10 mM 1012 + 30 1072 + 47
Es interesante resaltar aqul que Asbury y col (166) 
han encontrado un fuerte efecto inhibidor de la clorpromacina 
tanto sobre la adenilato ciclasa soluble como particulada de 
tiroides bovino ensayadas en presencia de GppNHp y TSH. Aunque 
Wolff y Jones (l50)han demostrado por otra parte, un efecto ac­
tivador de este fârmaco sobre la enzima de tiroides estimulada 
por fluoruro.
La inhibiciôn observada por Asbury y col (166) es casi 
absoluta con clorpromacina 10  ^M, lo que coincide con los datos 
mostrados en la fig. 63. Esto estarla de acuerdo con la interpre
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taciôn de que la clorpromacina y la ciproheptadina deberian ac- 
tuar por un mécanisme distinto al de la fentolamina y el propane 
loi oentrarlamente a la epiniôn de Harmar y Hern (406).
3.4.2.9. SOLUBILIZACIOH Y PURIFICAÇIGN
3.4.2.9.1. SOLUBILIZACION
Cen ebjete de estudiar la enzima fuera de su enterne 
natural se llevô a cabe su extracciôn per selubilizaoiôn de la 
membrana cen detergentes ne iônices, que eran les que hasta el 
momente mejeres resultades habian dade a la hera de selubilizar 
esta enzima. Se prebaren asi misme varias cendicienes de selubi, 
lizaciôn recegiéndese les dates en la tabla 33.
TABLA 33: Actividad de la adenilate ciclasa présente en el sebre 
nadante de 37 000 g después de selubilizar en diferen­
tes cendicienes. Les tampones de selubilizaoiôn son de 
Tris-HCL 50 mM, pH 7.5 cen 2-mercapteetanel 10 mM. Les 
resultades se expresan en pmel cAMP/lO min/25 y 1 de se 
brenadante.
Lubrel 0.5%
NaF 10 mM
MgSO, 5 mM Lubrel Triton 
ADICION Sacaresa lOOmM 1% 1%
MnClg 1 mM 50 7 8
MgClg 10 mM + NaF 10 mM 13 1 1
MnClg 1 tvM -h NaF 10 mM 52 6 9
MgClg 10 nW + NfriCl^  1 mM + NaF 10 mM 33 5 6
Résulta évidente que el mejer sistema de selubilizaoiôn
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lo constituye el Lubrol 0.5% junto con fluorure, y sacaresa
Este medie de selubilizaoiôn se diseïïô recegiende las sugerencias
de les trabajes de Svislecki y Tierney (478) y Yeung y Stansfield
(479, 480), les euales habian demestrade que selubilizande la en
2+zima en presencia de fluorure y Mg se censegula estabilizarla 
y per le tante se ebtenla una actividad superior.
Se ha estudiade las diferencias que existen entre la 
selubilizaoiôn cen Triton X-100 e cen Lubrel PX en presencia de 
NaF 5 ntfl, MgSO^ 5 mM y sacaresa 100 nW (tabla 34).
TABLA 34: Actividad de la adenilate ciclasa présente en sebrena-
dantes de 105 000 g después de selubilizaoiôn cen tam-
pôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 cen 2-mercapteetanel 10 mM,
NaF 5 mM, MgSO^ 5 mM, sacaresa 100 mM y les detergen­
tes indicades. Les resultades se expresan en pmel cAMP/ 
min/mg de pretexna.
LUBROL 0.5% TRITON 0.5%
Mgcig 10 mM 164 101
MnClg 1 mM 550 -
Mgcig 10 mM 4- NaF 10 nW 142 140
Mgcig 10 mM + MnClg 1 mM +■ NaF 10 mM 424 47 3
En este case ne se ebservan apenas diferencias entre 
la utilizaciôn de une u etre detergente, Aunque si se ebservan 
cuande se intenta selubilizar la enzima previa estabilizaciôn 
per preincubaciôn de la fracciôn particulada cen GppNHp y MgCl, 
(tabla 35).
Esta ferma de selubilizaoiôn cen estabilizaciôn per 
GppNHp habla side sugerida per Redbell y col (481) y Asbury y 
col (l66) ebteniéndese excelentes resultades si se compara cen
- 237 -
Idâ dates de la tabla 34.
TABLA 35: Actividad de la adenilate ciclasa présente en sebrena- 
dantes de 105 000 g después de selubilizaciôn cen tam- 
p6n Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 cen 2-mercapteetanel 10 mM, 
sacaresa 100 mM y el detergente indicade. Previamente 
se incuba la enzima en presencia de 160 nmeles de GppNHp 
y 16 ,«meles de MgCl per cada ml de suspensiôn de mem­
branes (10 mg pretexna/ ml) durante 15 min a 0°C. Les 
resultades se expresan en pmel cAMP /min/mg pretexna
LUBROL 0.5% TRITON 0.5%
MgClg 10 mM 260 109
MnClg 1 mM 858 444
MgClg 10 mM + NaF 10 mM 242 119
MgClg 10 mM + MnCl^ 1 mM + NaF 10 mM 704 380
La prepercién de detergente en relaciôn a la cantidad 
de pretexna que se pretende selubilizar escila de 3-5 veces pe­
so de detergente/pese de pretexna de membrana.
En general, para tedes les expérimentes se ha utiliza 
de el tampôn Tris-HCl 50 nW, pH 7.5 (25°C), cen 2-mercaptoetanol 
10 mM, NaF 5 mM, MgSO^ 5 mM, sacaresa 100 mM y Lubrel PX 0.5%, 
ebteniende ceme preducte selubilizade la pretexna del sebrenadan 
te de 105 000 g. En un principle se utilizé ceme preducte de so- 
lubilizaciôn el sebrenadante de 37 000 g y aunque en la tabla 36 
se muestra que. practicamènte ne existe diferencia en la activi- 
daddad entre une y etre sebrenadante se prefirié ultracentrifu- 
gar a 105 000 g para evitar pesibles centaminacienes de fracciôn 
particulada.
De les resultades anterieres se concluye, en primer lu
pmol/10 min/25 pi
Mn‘
30
FIGURA 65. Influencia del MgCl^ o MnCl^ sobre la acti­
vidad de adenilate ciclasa soluble. La acti 
vidad se expresa en ptnol cAMP/lO min/25 ,ul 
de sobrenadante.
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2+
gcir, que la enzima présenta mayor actividad en presencia de Mn
que de Mg^^ y como se observa en la fig. 65, el comportami ento
frente a este ûltirao es relativamente anômalo comparado con la
enzima particulada. El NaF a eualquier concentraciôn es .inca-
2+
paz de activar la enzima tanto en presencia de Mg como de 
Mn^^ (fig 66). Cuando se incuban juntos Mn^^ y Mg^^ este liltlmo 
actûa como inhibidor, hecho que contrasta con los datos obteni- 
dos para la enzima particulada.
TABLA 36; Actividad de la adenilato ciclasa en sobrenadantes de
37 000 g y 105 000 g después de solubilizaciôn con Tris- 
HCl 50 mM, pH 7.5 con 2-mercaptoetanol 10 mM, MgSO 5 
mM, NaF 5 mM, sacarosa 100 mM y Lubrol PX 0.5%. Los da 
tos se expresan como pmol cAMP/lO min/25 ni de sobre­
nadante.
SOBRENADANTE SOBRENADANTE
ADICION 37 000 g 105 000 g
MlClg 0.1 mM ■112 102
MnClg 1 mM 99 90
MnClg 0.1 mM + NaF 10 mM - 94
Como la solubilizaciôn de Is enzima se hace en presen­
cia de NaF y MgSO^ hay que tener en eu enta que en el ensayo en 
ausencia de cualquier otra adiciôn de cofactores ya van inclul- 
dos tanto el fluoruro como el Mg^^ con una concentraciôn de 0.6 
9îM. Esto hace por una parte que la enzima présente, por decirlo 
asi, una actividad basai en ausencia de cofactores, pero aparen 
temente no explica el comportamiento anômalo que se observa con 
los distintos cofactores. Para eliminar la influencia del Mg^^ 
intrxnseco, introducido en la preparaciôn por el tampôn de solu-
I h o
pmol/lOmin /  25pl
50
40
30
20
10
0.1 mM
:::
■Jt ■_____  m_
Mn^ ImM
ii
0 as 1 5 10 0 05 1 5 10 0 1 5 10
  mM F ’ -------------------
FIGURA 66. Influencia del NaF sobre la actividad de adenilato cicla 
sa soluble. La actividad se expresa en pmol cAMP/lO min/ 
25 «1 de sobrenadante.
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bilizaciôn, se hicieron una serie de expérimentes en presencia 
de EDTA y otros moduladores (tablas 37, 38, 39).
TABLA 37;Actividad de la adenilato ciclasa présente en sobrena­
dantes de 37 000 g después de solubilizaciôn con tam­
pôn Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 con 2-mercaptoetanol 10 mM, 
NaF 5 mM, MgSO 5 mM, sacarosa 100 iriM y Lubrol PX 0.5% 
Los resultados se expresan en pmol cAMP/lO min/25 ni 
de sobrenadante.
ADICION 
Sin adiciôn 
MnClg 1 mM 
MnClg 2 mM
-EDTA 1 
47 
156 
153
EDTA 1 mM 
0 
11 
193
TABLA 38; Actividad de la adenilato ciclasa présente en sobrena 
dantes de 105 000 g después de solubilizaciôn con tam 
pôn tris-HCl 50 mM, pH 7.5 con 2-mercaptoetanol 10 mM, 
NaF 5 mM, MgSO. 5 mM, sacairosa 100 mM y Lubrol PX 0,5 
%. Los resultados se expresan en pmol cAMP/lO min/50 
^1 de sobrenadante.
ADICION 
Sin adiciôn 
MnClg 1 mM 
MgClg 10 mM
SIN ADICION 
27 
101 
24
CaClg 5 mM 
1
42
2
NaF 10 mM 
24 
150 
23
CaClg 5 mM 
NaF 10 mM 
4 
88
3
De todos estos datos se desprende que se puede elimi­
nar la actividad residual mediante adiciôn de EDTA al medio. La 
concentraciôn de EDTA es suficiente para inhibir la actividad
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2 +
1 mM., Basta incrementar la concentraciôn deen presencia de Mn 
Mn^^ hasta 2 mM para que se vuelva a recuperar la actividad. La 
actividad en presencia de MgCl^ 10 mM no sufre variaciôn, ya que 
queda Mg^^ suficiente después de la quelaciôn. En presencia de 
EDTA tanto con MnCl^ 1 mM y MnCl^ 2 mM como con MgCl^ 10 mM no 
se aprecia tampoco efecto activador alguno por parte del F .
TABLA 39: Actividad de la adenilato ciclasa présente en el sobre 
nadante de 105 000 g después de solubilizar con tampôn 
Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 con 2-mercaptoetanol 10 mM, NaF 
5 nW, Mg30 .5 mM, sacarosa 100 mM y Lubrol PX 0.5%.
Los resultados se expresan en pmol cAMP/lO min/25 «1 de 
sobrenadante.
EDTA CaClg Adn. NaN
ADICION SIN ADICION 1 ntfi 5 nW 1 mM 1 mM
Sin adiciôn 7 0 0 - -
bncig 1 mM 47 11 23 10 49
MnClg 2 mM - 56 - - -
MgClg 10 mM 12 15 2 6 11
MnClg 1 mM + NaF 10 mM 52 13 43 - 56
NfrlCl^  2 mM + NaF 10 mM - 64 - - -
MgClg 10 mM + NaF 10 mM 12 15 5 - 11
En presencia de CaCl„ la enzima expérimenta una fuer-
2-t- 2 +
te inhibiciôn, muy superior en presencia de Mg , que de Mn , 
tal como ocurre con la enzima particulada; se observa ademâs, 
que si se anade fluoruro a la mezcla en presencia de Mn^^ se 
produce una activaciôn de la enzima que llega a ser del 200%.
En presencia de Mg^^ la actividad es baja y los resultados no 
son significativos. Pero si en lugar de CaCl^ 5 mM se utiliza
pmol/lOmin /  50pl
EGTA
40 EGTA
30
F ~
20
10
Mg^lOmM * Col mM Mg*10mM
FIGURA 67. Influencia del NaF 10 mM y EGTA 1 nW sobre la acti 
vidad de adenilato ciclasa soluble en presencia de 
MgClg 10 mM, con o sin CaCl^ 1 mM. La actividad se 
expresa en ptnol cAMP/lO min/50 ,«1 de sobrenadante.
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CaClg 1 mM, el efecto activador del fluoruro se puede observar 
también con el Mg^^ (fig. 67). La interpretaciôn de estos hechos 
es dificil aunque se podrla pensar que, desde un principio, la 
enzima se encontrarla activada por el fluoruro del tampôn de so 
lubilizaciôn de forma mâs o menos irreversible. Al arîadir el Ca^^ 
éste quelaria el fluoruro y dejarla la enzima en condiciones de 
poder ser activada de nuevo por el fluoruro. Una interpretaciôn 
alternativa supondria que el fluoruro disminuye la concentraciôn 
efectiva del Ca^^ en la soluciôn, disminuyendo asi su efecto in 
hibidor, lo que en definitiva supondria que el efecto activador 
del fluoruro no es otra cosa que una desinhibiciôn basada en la 
formaciôn de complejos de fluoruro câlcico. En los experimentos 
recogidos en la tabla 38, se observa un ligero efecto activador 
por parte del fluoruro; esto podrla indicar que estâ perdiendo 
algûn componente importante para la actividad de la enzima y sô 
lo cuando por alguna circunstancia ese componente no se pierde 
por completo, es posible observar el efecto activador. Para fa 
cilitar la comparaciôn de nuestros resultados con los que ya 
existlan en la bibliografla, se han tabulado estos ûltimos (ta 
bla 40). En todos los casos se observa una pôrdida de sensibili 
dad al fluoruro y el GppNHp después de la solubilizaciôn. Las 
pérdidas dependen del grado de pureza con que se haya obtenido 
la fracciôn particulada de partida y del tratamiento seguido en 
la solubilizaciôn. Résulta aitamente significative el heho de 
que en los tratamientos de la enzima con NaF o GppNHp, previa­
mente descristos, antes de procéder a la solubilizaciôn no se 
recogen los datos de actividad basai en ausencia de estos cofaç 
tores y en el "dnico caso que eso sucede (tabla 40) se observa 
una inhibiciôn. Por otra parte, Perkins (51) sehala que al solu 
bilizar la enzima ésta pierde la capacidad de ser activada por
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fluoruro. Ademâs la enzima soluble de testlculo de rata (35, 348) 
tançoco responde al fluoruro, como tampoco lo hacen, por norma ge 
neral las enzimas solubles de bacterias como se vio en la intro- 
ducciôn. Nuestros datos a la vista de todo este conjunto de re­
sultados vendrian a significar que la enzima al ser solubiliza— 
da pierde su capacidad de respuesta al fluoruro, o bien, por pér 
dida de alguna subunidad, o bien, por bloqueo de ésta.
Igual que ocurre con el fluoruro, sucede con la respue^ 
ta al GppNHp y hormonas o neurotransmisores (tabla 41).
TABLA 41: Actividad de la adenilato ciclasa en el sobrenadante 
de 105 000 g procedente de la solubilizaciôn de la 
fracciôn particulada de la interfase 1.0 M del gradien 
te de sacarosa con Tris-HCl 50 mM, 2-mercaptoetanol 
10 mM, saccirosa 100 mM y Lubrol PX 0.5%. La fracciôn 
fue tratada previamente con GppNHp en, las mi s mas condi. 
ciones que la preparaciôn de la tabla 35. Los datos 
se expresan en pmol cAMP/lO min/25 ^1 de sobrenadante.
ACTIVIDAD
MgClg 10 mM 10
MnClg 1 mM 32
Mgcig 10 mM + NaF 10 mM 10
Mncig 1 mM + NaF 10 mM 35
MnClg 1 mM + Na^MoO^ 1 mM 34
MnClg 1 mM -t- MgClg 10 mM + Na^MoO^ 1 mM 22
Mgcig 10 mM + Octopamina 1 mM 10
Mgcig 10 mM + GppNHp 0.1 mM 9
Mgcig 10 mM 4- GppNHp 0.1 mM + Octopamina 1 mM 9
En este caso se eligiô la fracciôn particulada mâs pu 
ra como material de solubilizaciôn para incrementar la posibili
pmol/10 min/25pl
100 -
50 -
CON. NoNg Adn
FIGURA 68. Efecto de la adenosina 1 mM y NaN^ 1 mM sobre 
la actividad de adenilato ciclasa soluble en 
presaicia de MgCl^ 10 mM, MnCl^ 1 mM y NaF 10 
mM. La actividad se expresa en pmol cAMP/lO min/ 
25 A<1 de sobrenadante.
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dad de ver alglin efecto por parte de distintos activadores. En mo
do alguno pudo verse un efecto activador superior al del Mn^^, ni
siquiera en presencia de Na‘ MôO. que como se comprobô es raucho
2+
mâs potente como activador"en presencia de Mn que el propio 
NaF, cuando se ensaya la enzima de fracciôn particulada.
En la fig. 68 y la tabla 39 se puede ver el efecto que 
ejircen adenosina 1 mM y NaN^ 1 mM sobre la enzima soluble, en d^ 
ferentes condiciones expérimentales. La adenosina actûa de inhi­
bidor igual que lo hacla sobre la fracciôn particulada, en tanto 
que, el NaN^ no ejerce ningûn efecto, al contrario de lo que 
ocurrla con la fracciôn particulada de adulte farato. La acciôn 
de la adenosina estarla de acüerdo con la interpretaciôn de que 
el nucleosido actuaria via sitio "P", ya que la propiedad de aç 
tuar sobre la enzima soluble es una caracterlstica exclusive del 
efecto de la adenosina via sitio "P". Posiblemente la acciôn de 
la adenosina en.'este caso sea exclusivamente a través del centro 
catalîtico.
3.4.2.9.2. PUPIFICACIDN
El primer paso de purificaciôn después de la solubil_i 
zaciôn de:la enzima fue la eliminaciôn del detergente que como 
habla sido descrito, se comporta como un inhibidor de la enzima 
(174). Para ello se utilizô una résina. El Bio-Beads SM2, que 
como ya se describiô puede retener el detergente sin afectar a 
la protelna. Los resultados de este tratamiento pueden verse en 
la tabla 42.
Résulta évidente que después de eliminar el detergente 
se gana actividad como séria de esperar si el Lubrol PX se com- 
portase como un inhibidor.
Con este procedimiento no se consigue ninguna purifç 
caciôn real, ya que la cantidad de protelna se mantiene practi-
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camente constante después del tratamiento.
TABLA 42; Efecto de la eliminaciôn del detergente después de so­
lubilizar la adenilato ciclasa con Tris-HCl 50 mM, pH 
7.5, 2-mercaptoetanol 10 mM, NaF 5 mM, MgSO^ 5 mM, sa­
carosa 100 ntfl y Lubrol PX 0.5%. El ensayo se realizô 
en presencia de MnCl. 1 mM. Se utilizô una columna de 
Bio-Beads SM2, 30 x 0.9 cm. El tampôn de eluciôn es 
el tampôn de solubilizaciôn sin Lubrol PX.
ACTIVIDAD TOTAL (pmol cAMP/lO min
SOBRENADANTE 37 000 g 77 400
TRATADA CON BIO-BEADS SM-2 285 600
Otra forma de eliminar el detergente es cromatografiar 
el sobrenadante de ultracentrifugaciôn a través de una columna 
de DEAE-celulosa. En la fig. 69 se muestra el resultado de la 
eluciôn utilizando para ello un gradiente de NaCl desde 0-500 mM 
con una columna de 1.5 x 10 cm recogiendo fracciones de 2.5 ml. 
Se ob ser van dos picos de adenilato ciclasa y dos picos de prote-1
Ina quinasa de membrana dependiente de cAMP. El primer pico pue­
de ser debido a productos de agregaciôn o a particulas de membra
na que no hayan sido sedimentadas, ya que en este caso la prote-
ina soluble procédé del sobrenadante de 37 000 g. En este senti- 
do observese la tabla 43, que corresponde a la fig. 70.
De los datos se deduce que la actividad excluida del 
DEAE se puede eliminar si previamente se ultracentrifuga la mue^ 
tra. Se observa también que el mâximo de actividad se logra en 
la fracciôn de NaCl 0.1 mM. Con el pico 3B se realizaron pruebas 
de respuesta a los metales y al fluoruro y el resultado se puede 
ver en la tabla 44.
2 6
Abs. 
280 nm
0.3
0,2
0.1
0,3
0,2
0,1
0.3 NaCl M
I
2 3 4
0.2 NaCl M
FIGURA 70. Perfiles de eluciôn de cromatografias en DEAE-celu­
losa de adenilato ciclasa soluble procedente del so 
brenadante (A) 37 000 g y (B) 105 000 g.
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TABLA 43:Actividad de adenilato ciclasa en los picos obtenidos
por eluciôn con un gradiente discontinue de NaCl de una 
columna de DEAE-celulosa (0.6 x 10 cm) cargada con ade­
nilato ciclasa soluble procedente del sobrenadante de 
37 000 g (A) y 105 000 g (b).
N9 DE PICO A (pmol cAMP/lO min/lOO ^1) B (pmol cAMP/lO min/50 „1)
1 , 14 0
2 68 56
3 231 0
4 71 21
5 12 -
TABLA 44: Efecto de los cationes y el fluoruro en la actividad de 
la adenilato ciclasa obtenida en la fracciôn correspon- 
diente al pico 3B de la fig. 70 del eluido de una colum 
na de DEAE-celulosa. La actividad se expresa en pmol 
cAMP/lO min/50 «1 de èluido.
ADICION ACTIVIDAD
MgClg 10 mM 17
b'înClg 1 mM 56
MgClg 10 mM + NaF 10 mM 15
MnClg 1 mM + NaF 10 mM 59
Tampoco se aprecia efecto activador alguno por parte 
del fluoruro y el Mn^^ sigue siendo mâs potente que el Mg^^ para 
la catâlisis.
Por ûltimo, en la tabla 45 puede verse un esquema de 
purificaciôn para la adenilato ciclasa de la cabeza del adulto.
Estos valores de actividad antes de la solubilizaciôn
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se han obtenido activando al mâximo la enzima con MgCl^ 10 mM, 
MnClg 1 mM y NaF 10 mM en tanto que la enzima soluble s6lo se 
puede activar por MnCl^. Los valores de la tabla 45 no se han 
calculado pues, para actividades basales, para las que sin duda 
en las cuatro primeras etapas se obtendrxan valores mucho mâs 
bajos. Por lo tanto,si se expresan actividades basales, se pue 
den obtener diferentes valores para el nümero de veces de puri- 
ficaciôn y por ello hayi que estudiar la tabla solamente como pun 
to de referenda de la meure ha de la purif icaciôn, desde un pun to 
de vista semicuantitativo.
Aparté de estos métodos se ha utilizado Blue-Sepharo- 
sa CL-6B para la purificaciôn segûn el método de Stellwagen y 
Baker (55) quienes utilizaban Blue-dextran-Sepharosa como croma 
tografla de afinidad para purificar la adenilato ciclasa de ce- 
rebro de bovino, eluyéndola con ATP. Los resultados hasta el mo 
mento no han sido satisfactorios, ya que la enzima se retiene 
en la columna con mucha fuerza o se desactiva, ya que es imposi 
ble recuperar la actividad.
La cromatografla en Biogel HTP tampoco ha dado buenos 
resultados pues la enzima pierde mucha actividad.
3.4.2.9.3. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR APARENTE
Para determinar el peso molecular’de la enzima soluble 
se ha utilizado el Ultrogel AcA 22 segûn se describe en el apar- 
tado de materiales y métodos.
En la fig. 71, se observa el patrôn de eluciôn de una 
muestra de enzima soluble que procédé del sobrenadante de 37 000 
g después de haber sido tratado con Bio-Beads SM-2. Se observan 
dos picos de actividad, uno que eluye con el volûmen de exclu- 
siôn y otrc mâs retrasado que cromatografla en el mismo lugar 
que la tiroglobulina (tabla 46). Se ha mantenido el grâfico
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correspond!ente a la absorciôn a 280 nm para que se observe el p_i 
CO de absorciôn negativa que se produce debido a que la columna 
estaba equilibrada con un tampôn que contenla 0.01% de Lubrol PX 
(el Lubrol PX absorbe a 280 nM) pero la muestra que se habla car 
gado no posela Lubrol PX, ya que éste se habla eliminado por el 
tratamiento con Bio-Beads SM-2. Esto indicarla que el Lubrol re­
sidual después del tratamiento era inferior al 0.01%. Segûn esto 
se podrla pensar en eliminar el detergente del tampôn de equili- 
brado, pero se ha visto que si se hace se récupéra mucha menos 
actividad de la columna .
El pico que aparece en el volumen de exclusiôn en la 
cromatografla anterior desaparece cuando se cromatografla una frac 
ciôn soluble que procédé de una ultracentrifugaciôn a 105 000 g 
seguida de una cromatografla en DEAE-celulosa en gradiente discon 
tinuo de NaCl, toraando el pico que aparece a 0.1 M de NaCl. Esto 
se observa en la fig. 72.
t a b l a 46 : Correspondencia para los picos del ultrogel AcA 22
PICO
1
2
3
4
5
PROTEINA
AZUL DEXTRANO + AGREGADOS DE 2 Y 3
TIROGLOBULINA
GLUTAMATO DESHIDROGENASA
CATALASA
a-AMILASA
El peso molecular aparente que se obtiene en ambos ca­
sos para la enzima no agregada es équivalente al de la tiroglobu
lina de tiroides bovino de 669 000 D con un radio de 81.4 %.
Este resultado es parecido al obtenido por otros inves
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tlgadores en otros tejidos (tabla 47), annqne por supuesto, es 
posible encontrar también otros datos con pesos moleculares in- 
feriores (57, 334). De esto se deduce que la enzima, posiblemen 
te, en funciôn del método de solubilizaciôn y del sistema de élu 
ciôn, puede presentar diferentes grades de agregaciôn consigo 
misma, con el detergente, con otras moléculas del sistema adeni­
lato ciclasa (Receptor, componente regulador) o incluso con otras 
proteinas y llpidos de la membrana. Esto illtimo no es muy facti- 
ble, ya que en ese caso los resultados serlan dificilmente repro 
ducibles.
TABLA 47 ; Adenilato ciclasas solubles con pesos moleculares cal- 
culados del orden de 5  x  1 0 ^  d o  superiores.
TE.TIDO DETERGENTE CROMATOGRAFIA PESO MOLECULAR REF.
h i g a d o (r a t a ) LUBROL PX AcA 22 670 000 D 481
ADRENAL (BOVINO) LUBROL PX SEPHAROSA 6B 1 000 000 D 174
ERITROCITO (RANA) DIGITONINA SEPHAROSA 6B 670 000 D 485
3. CEREVISIAE LUBROL PX SEPHAROSA 6B 450 000 D 25
CEREBRO (RATA) LUBROL PX BIOGEL A-15m 800 000 D 478
RiffON (CERDO) LUBROL PX SEPHADEX G-200 800 000 D 163
3.4.2.10. DESACTIVACION TERMICA
Con objeto de estudiar la causa del comportamiento ci- 
nético no lineal de la actividad de la enzima en funciôn del tiem 
po se ha llevado a cabo un serie de trabajos encaminados a deter­
minar en que medida la desactivaciôn térmica de la enzima podia 
provocar una p'érdida de actividad.
En la fig. 7 3, se puede observar el efecto que sobre la 
actividad produce la preincubaciôn de la enzima a 37°C a diferen-
% ACTIVIDAD
100 GppNHp
CONTROL
GppNHp +TRIPSINA
TRIPSINA
2.5 5.0 75 10 t min
FIGURA 7 3. Efecto de la preincubaciôn a 37 C a diferentes 
tiempos sobre la actividad de adenilato ciclasa 
en presencia de MgCl^t con o sin tripsina y con 
o sin GppNHp.
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tes tiempos en presencla de GppNHp y MgCl^. El ensayo control 
consistla en la enzima preincubada en presencla de MgCl^* Los 
resultados indican que en tanto que en el control se pierde aç 
tividad de forma exponencial, en la preincubaciôn con GppNHp no 
se pierde la actividad e incluso se aumenta ligeramente, a causa 
probablemente de la uniôn de mâs GppNHp al coraponente regulador. 
Para asegurarse de que el efecto protector del GppNHp no era de- 
bido a que se bloqueaba el efecto de alguna proteasa intrlnseca 
al sistema, se aRadiô trlpsina (l jug) al medio de preincubaciôn 
En la misma figura se observa que en presencla de trlpsina el 
GppNHp no puede ejercer su efecto protector, lo que indicaria 
que la desactlvaclôn Inlclalmente observada responde excluslva- 
mente a un fenômeno térmlco.
A contlnuaciôn se comprobô el efecto de dlferentes tera 
peraturas sobre la actividad, preincubando 10 min a cada tempera 
tura en presencla de MgCl^. Los resultados se ofrecen en la fig. 
74. Se observa un efecto lineal de la temperatura muy similar 
al que describen Asbury y col (348) para la enzima particulada 
de tiroides bovino.
En la tabla 48, se describe el efecto de la preincuba 
ci6n de la enzima durante 10 min a 37°C en presencla de dife- 
rentes cofactores, ensayândose a contlnuaciôn la actividad duran 
te 5 min a 37^C, también en distintas condiciones. De la observa 
ciôn detallada de la tabla se puede concluir:
15. La enzima se desactiva mâs en presencla de Mg^^ que de Mn^^ 
lo que puede indicar la mayor actividad obtenida en prèsen 
cia de este âltimo; sin embargo, la ausencia de ATP durante 
la preincubaciôn aboga a favor de una independencia en la 
acciôn del catiôn,establecida posiblemente a través de su 
propio sitio de uniôn.
2^)
%  ACTIVIDAD
100
75
50
25
10 30
FIGURA 74. Efecto de la preincubaciôn a diferentes temperatu 
ras (10 min) sobre la actividad de adenilato cicla
sa en presencia de MgCl^-
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25. En ausencia de metales la desactivaciôn es mucho menor que en 
su presencia.
35. El GppNHp en ausencia de cationes proteje la enzima de forma 
absolute e incluso se mejora algo su actividad con la prein­
cubaciôn.
45. El GppNHp en presencia de proteje la activaciôn por GppNHp
pero no por fluoruro. Esto ûltimo no tiene una explicaciôn
sencilla, pero, a priori, se puede pensar en dos hipôtesis;
una es que conocido el efecto inhibidor del GppNHp sobre la
activaciôn del flururo (fig.56), podrla suceder que el GppNHp
en presencia del Mg^^ bloquease en la preincubaciôn de forma
irreversible la activaciôn por fluoruro. Otra posibilidad es
2+
que conocido el efecto negativo que el Mg tiene sobre la 
estabilidad de la enzima, el GppNHp en su presencia sôlo pu- 
diese protéger su sitio dejando sin protecciôn otro posible 
. sitio para el fluoruro, lo que nos llevaria por lo tanto a 
postular sitios de uniôn diferentes para ambos.
55. El GppNHp en presencia de Mn^^ protege mucho menos la enzima
frente a la activaciôn por GppNHp que lo que lo hace en su
’ ?
2+
ausencia o en presencia de Mg^^. Esto explicaria por qué el
GppNHp no activa apenas la enzima en presencia de Mn
2+65. El fluoruro protege por igual la enzima en presencia de Mg 
Mn^^ o en ausencia de ambos en todas las circunstancias. Pe 
ro su efecto protector no llega a superar nunca el 75%.
Todo ello indica que en presencia de GppNHp y fluoruro 
se producen una serie de cambios conformacionales que son capa- 
ces de protéger total o parcialraente la enzima frente a una des, 
naturalizaciôn térmica.
El h echo de que el GppNHp pueda protéger la enzima en 
ausencia de métal indicaria que la uniôn -como se ha postulado- 
se puede hacer s in colaboraciôn del metal, el cual podrla indu-
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so perjudiccir esta uniôn, como se ve en el caso del
El hecho de que en presencia de metales la desactiva­
ciôn sea mâs fuerte indicaria que existe alqûn tipo de interac­
ciôn entre éstos y la enzima,en ausencia de sustrato, lo que su 
pondrxa un apoyo firme a la teorla de la existencia de un sitio 
de uniôn para los metales, distintos del centre active.
También puede deducirse que el mécanisme de activaciôn 
del fluoruro y del GppNHp es muy diferente, ya que aunque el fuo 
ruro produce una mayor activàciôn no protege la enzima de una 
forma tan contundentq como lo hace el GppNHp. Lo que es dificil 
obtener de estos dates es una prueba concluyente de si ambos si­
tios de acciôn son idénticos o distintos y en este caso si es- 
tân o no situados sobre el mismo componente.
Por otra parte las pruebas que se han hecho con GTP in
2+
dican que éste en presencia de Mg no proteje la enzima frente 
a la desactivaciôn térmica mâs que en un 50%, lo que se explica- 
rla porque su potencia como activador es menor que la del GppNHp 
Lo que se explica claramente con estos datos es por 
qué el comportamiento cinético de la enzima frente al tiempo es 
de tipohiperbôlico en los estados menos activados, aûn en pre­
sencia de sistemas regeneradores de ATP. Es évidente que la en­
zima pierde actividad a medida que la incubaciôn transcurre y 
por lo tanto la velocidad disminuye.Por eso en presencia de fluo 
ruro la cinética es cas! lineal porque no se desactiva apenas la 
enzima.
3.4.2.11. TRATAMIENTO CON TRIPSINA
En la fig. 73 se aprecia el efecto que ejerce la trip- 
sina sobre la "actividad enzimâtica. Parece deducirse de ello que 
la enzima estâ muy expuesta al medio externo, ya que es facilmen 
te accesible a la tripsina. Pero en esta figura se observa ade-
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mâs otro hecho importante y es que aproximadaraente la pérdida 
de actividad enzimâtica es independiente de la presencia o ausen 
cia de GppNHp, lo que iraplica por una parte, que la conformaciôn 
que toma la enzima en presencia de GppNHp no es lo sufioientemen 
te estable para que se proteja frente a la tripsina. Pero, por 
otra parte, el hecho de que no disminuya la activaciôn relativa 
por GppNHp con respecto al control indicaria que el componente 
que une el GppNHp no. es atacado por la tripsina, ya que de ser 
asi se tendrla que observer una doble pérdida de actividad, por 
un lado por pérdida del componente catalitico y por otra del com 
ponente regulador, ya que la actuaciôn de la tripsina séria inde 
pendiente, Cabria la posibilidad de que la tripsina sôlo pudie- 
se accéder al componente regulador una vez eliminado el componen 
te catalitico pero en cualquier caso lo que esto indicaria es 
que ese componente regulador se eneuentra fuertemente protegi- 
do.
En la fig. 75 se représenta el efecto de la tripsina 
frente a la activaciôn por GppNHp y NaF cuando se eneuentran 
ausentes (A) o présentes (b) en la preincubaciôn que se hace con 
tripsina 0.1 ng durante 10 min a 20°C, segân se explica en el 
apartado de métodos. La diferencia entre.A, B y el control es 
que este illtimo se incuba sôlo con MgCl^ 10 nW, en tanto que en 
los otros se hace con MgCl^ 10 raM mâs GppNHp 0.1 mM, MgCl^ 10 
mM y NaF 10 mM.
Lo mâs significativo de estos resultados es que la de 
sactivaciôn provocada sobre la enzima no parece afectar al com­
ponente regulador como antes se discutiô, pero ademâs es inde­
pendiente de que tal activador se encuentre présente o no en di 
cha preincubaciôn. Se aprecia una ligera protecciôn por parte 
tanto del GppNHp como del NaF en el caso B, asi como una ligera 
pérdida de activaciôn por NaF tanto en A como en B, pérdida que
266
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CONTROL GppNHp
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B
GppNHp
FIGURA 75. Efecto de la tripsina sobre la actividad de ade 
nilato ciclasa, preincubando en presencia de 
MgClg sin GppNHp o NaF (a) o con GppNHp o NaF 
(B) .
V  ACTIVIDAD
100
CONTROL
+ F"
5 10 15 t min
FIGURA 76. Efecto de la tripsina sobre la actividad de adeni- 
lato ciclasa en presencia de MgCl^r ensayada con o 
sin NaF 10 raM.
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también se aprecia en la fig. 76 donde se compara la pérdida de 
actividad que sufre la enzima después de haber sido tratada a 
difer entes tiempos, en say ad a con MgCl^ 10 mT4 y con MgCl^ 10 mM 
mâs NaF 10 mM.
Esto de ser significativo, podrla indicar que el sitio 
de uniôn para ambos no es équivalente, ya que presentarla distin 
ta accesibilidad a la tripsina. Aunque también podrla ser inter­
pret ado en el sentido de que al estar mucho mâs activa la enzima 
en presencia de NaF las pequeflas pérdidas del componente regula­
dor que se puedan producir se observarlan con una mayor amplifi- 
caciôn.
3.4.2.12. TRATAMIENTO CON FOSFOLIPASA A^
Lo primerO que se observa cuando se somete una prepa- 
raciôn de membranas a la acciôn de la fosfolipasa A^ es una pér 
dida progresiva de actividad a medida que la hidrôlisis de los 
fosfollpidos de la membrana transcurre. De esto se deduce eviden 
temente que la pérdida de la estructura lipldica de la membrana 
redunda en perjuicio de la actividad de la adenilato ciclasa.
A raiz de estos resultados primarios se intentô estu- 
diar como afectaba la fosfolipasa a los diferentes componentes 
del sistema y para ello lo que se hizo fue preincubar la fracciôn 
particulada que contiene la adenilato ciclasa con fosfolipasa 
Ag y después observar cual es el tanto por ciento de desactiva­
ciôn relativa en presencia de los diferentes activadores. En la 
tabla 49 y la fig 77 se puede ver el resultado de algunos expe- 
rimentos. Antes de cornentar los resultados hay que hacer constar 
que résulta imposible obtener en diferentes experimentos las mis 
mas desactivaciones porcentuales, ya que se utilizan distintas 
preparaciones de membrana y ademâs trabajando con tan pequehas 
cantidades de fosfolipasa 0.1 ng una minima vâriaciôn en algûn
26'
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 GppNHp
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I
FIGURA 77. Efecto de la fosfolipasa A^ sobre la actividad 
de adenilato ciclasa en presencia de diferentes 
moduladores.
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factor como tiempo de preparaciôn de la enzima, variaciôn de la 
temperatura ambiente y otros pequeRos detalles del método expe­
rimental hacen que los datos sôlo puedan ser comparados en valor 
absolute dentro del mismo experimento, debiêndose comparer los 
experimentos distintos sôlo de forma cualitativa.
TABLA 49; Efecto de la Fosfolipasa A^ sobre la actividad de la 
adenilato ciclasa, Los resultados se expresan como % 
de actividad con respecto a los contrôles en ausencia 
de actividad fosfolipâslca.
EXP. 1 EXP. 2 EXP. 3 EXP. 4
ADICION (10 min) (10 min) (15 min) (5 min)
MgClg 10 mM 18 7 39 85
MgClg 10 mM + GppNHp 0.1 mM 16 - 35 81 •
MgClg 10 mM + GppNHp 0.1 mM
+ Octopamina 1 mM 9 - 26 40
MgClg 10 mM + NaF 10 mM — 17 58 88
De todos los datos expuestos se desprende un hecho 
aitamente significativo, la activaciôn por octopamina es la ac­
tividad que mâs sufre en el tratamiento. Este hecho coincide con 
los resultados de Rodbell y col (237) el cual en membranas de he 
patocitos demuestra que el tratamiento con fosfolipasa A^ afecta 
fundamentalmente a la activaciôn de la adenilato ciclasa por GTP 
+ Glucagôn. El mismo efecto se observô ccn la fosfolipasa C (236), 
Sin embargo, en estos resultados no se modifican apenas los efec- 
tos del fluoruro y del GppNHp. Esto séria cierto en el caso que 
aqui nos ocupa, si tomâramos como referencia los datos del expe­
rimento nùmero 4 de la tabla 49. Ahora bien, cuando la desactiva
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ciôn es mâs fuerte lo que se observa es que la activaciôn por 
fluoruro se ve mucho menos afectada que la actividad basai o la 
activaciôn por GppNHp. El significado de estos hechos es aân os- 
curo, pero podria tener una facil explicaciôn se se piensa que 
el fluoruo, como de sobra es conocido, no actâa "in vivo" porque 
se supone que en ese caso la estructura de la membrana le impi- 
de el acceso al centro de acciôn, segiln esto séria de esperar 
que a medida que esta estructura se deteriorase el fluoruro ten 
drla una mayor accesibilidad a dicho centro y por lo tanto su 
efecto se verla incrementado. Se sumarlan asi dos efectos, por 
una parte la desactivaciôn de la actividad catalltica y por otra 
el aumento de la activaciôn por fluoruro, lo que darla como re­
sultado una menor pérdida de actividad cuando se ensaya la ade­
nilato ciclasa en presencia de fluoruro. Un dato mâs que podrla 
apoyar esta hipôtesis es que en un experimento en el que se tra 
tô la preparaciôn de adenilato ciclasa con fosfolipasa pero 
con un tiempo de reacciôn muy corto, se pudo observar que en 
tanto que la actividad basai no sufrla ninguna variaciôn aprecia 
ble la activaciôn por fluoruro aumentaba hasta un 117%.
Dentro de este capitule se han realizado también una 
serie de experimentos en bûsqueda de la reconstituciôn del sis­
tema después de haber tratado las preparaciones con fosfolipasa 
Ag. Para ello después de desactivar parcialmente las preparacio 
nés de membrana con fosfolipasa A^ se investigô el efecto que 
sobre la actividad tendrla la adiciôn de diferentes cantidades 
de fosfollpidos totales extraldos del insecto adulto de Cerati- 
tis capitata. Los resultados pueden verse en las figs. 78 y 79. 
Se observa claramente una recuperaciôn de la actividad en ambos 
casos cuando se ahaden los fosfollpidos al medio de incubaciôn. 
sôlo existe en la bibliografla un dato similar a éste presenta- 
do por Rodbell y col (232), Estos investigadores estudiaron el
2 U
nmol/min/mg
Mg + GppNHp + OCT.
0.5
PLoso A2
0.4 mg PL0.2
FIGURA 78. Efecto de la adiciôn de fosfollpidos totales 
de metnbrauias de Ceratitis capitata sobre la 
actividad de adenilato ciclasa antes y después 
del tratamiento de la enzima con fosfolipasa 
Ag. La actividad se expresa en nmol cAMP/min/ 
mg proteina.
nmol/min/mg
F+ Mg
0.5
+ PLosa A
0.4 mg PL0.2
FIGURA 79. Efecto de la adiciôn'de fosfollpidos totales de 
membranas de Ceratitis capitata sobre la activi 
dad de adenilato ciclas antes y después del tra 
tamiento de la enzima con fosfolipasa A^. La aç 
tividad se expresa en nmol cAMP/min/mg protelna.
■Uh
nmol/min/ mg
Mg^ + F
■ -P L a s a  A, 
'C^ +PLoso A2
-  CONTROL
FIGURA 80. Efecto de la adiciôn (100 m g ) de diferentes li 
pidos sobre la actividad de adenilato ciclasa 
antes y después del tratamiento de la enzima 
con fosfolipasa A^. La actividad se expresa 
en nmol cAMP/min/mg protelna,
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efecto de la digitonina y la fosfolipasa A sobre la adenilato 
ciclasa de membranas de hepatocito de rata. Vieron que el efec­
to de la desactivaciôn de ambos agentes sobre la actividad de 
de la adenilato ciclasa era revertido parcialmente por la adiciôn 
de un preparado de lipidos extraldos de la membrana.
Se intentô comprobar a contlnuaciôn si el efecto de 
los fosfollpidos era especlfico o podla ser mimetizado por otros 
lipidos. En la fig. 80 se muestra el efecto que tienen sobre la 
actividad enzimâtica ensayada con MgCl^ 10 mM y NaF 10 mM la âdi 
ciôn de 100 nq de fosfatidilcolina (PC), triolelna (TO) y âcido 
oléico (AO) después de haber tratado la fracciôn particulada con 
fosfolipasa A^. Se observa claramente un aumento de actividad 
en los très casos con respecto a los contrôles tratados con fos 
folipasa. Este aumento es mayor en presencia de fosfatidilcoli­
na pero no es exclusive, lo que indicaria que el efecto de estos 
lipidos se debe no a una reconstituciôn de la membrana, que no 
puede suceder con la triolelna, sino mâs bien, a una protecciôn 
de la estructura hidrofôbica del sistema que habrla quedado ex- 
puesto al medio como consecuencia de la desestructuraciôn de las 
membranas. Los lipidos mimetizarlan el entorno de la membrana o 
al menos mitigarlan el efecto del medio hidrofllico sobre la en 
zi ma.
3.4.2.13. ESTUDIO DEL EFECTO DE UN INHIBIDOR ENDOGENO
El descubrimiento de un inhibidor endôgeno para la ade 
nilato ciclasa surgiô de los estudios realizados en colaboraciôn 
con A. Haro (489) sobre un inhibidor endôgeno de una de las pro- 
telnas quinasas dependientes de cAMP de Ceratitis capitata. Cuan 
do se estudiaba el posible efecto inhibidor de la protelna rece£ 
tora de cAMP sobre la protelna quinasa del insecto, se observô 
que tal efecto era debido a otra sustancia contaminante présente 
en la preparaciôn derivada del Biogel-HTP. Esta sustancia no po
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sela actividad de protelna-fosfatasa y como se comprobô mâs tar 
de posexa un peso molecular muy pequeKo del orden de 1 000 D, 
por lo que se podia separar facilmente de la protelna recepto- 
ra de cAMP por cromatografla de penetrabilidad. Entre las caraç 
terlsticas estructurales que hasta ahora son conocidas de esta 
molécula y que constituyen una parte del trabajo de tesis docto 
ral de A, Haro destacan:
12. Termoestable a 100°C durante 20 min
22. Resistente a tripsina y pronasa 
2-. Peso molecular 1 000 D
42. Présenta un anillo de purina (posiblemente de adenina) con 
mâximo de absorciôn a 257 nm y un ralnimo a 230 nm,
5-. Présenta aminoâcidos como constituyentes de su molécula (glu 
tâmico, glicocola, serina y aspârtico) El N-terminai estâ 
bloqueado.
6 2. Cromatografla en electroforesis y en TLC con un Rf muy simi­
lar al del AMP,
El inhibidor que en principio se ensayô con protelna 
quinasa fue probado con la adenilato ciclasa. Su efecto se pue­
de ver en la tabla 50. El inhibidor que aqui se ensayô habla si 
do purificado de cabeza de insecto adulto por centrifugaciôn del 
homogeneizado a 37 000 g calentamiento a ebulliciôn durante 20 
min, cromatografla en Sephadex G-25 y G-50, Biogel HTP y croma­
tografla con celulosa en capa fina.
El efecto inhibidor se manifiesta tanto sobre la frac 
ciôn particulada como la soluble, lo cual es muy interesante en 
vistas a determinar su mécanisme de actuaciôn, ya que recuerda 
éste al de la adenosina. El efecto inhibidor de esta sustancia 
(o sustancias) se ha ensayado en el material procédante de los
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distintos estadios del desarrollo del insecto. Para ello después 
de homogeneizar, en tarnpôn fosfato potâsico 10 mM, pH 7.0 con 
2-mercaptoetanol 7 mM (l/2 p/v), los distintos lotes de indivi- 
duos, se sometiô el homogeneizado a calentamiento a ebulliciôn 
durante 10 min y el resultado se centrifugô, extrayéndose el so 
brenadante, a contlnuaciôn se determinô el efecto de una allcuo. 
ta de 25 de este preparado sobre la adenilato ciclasa de frac 
ciôn particulada de cabeza de adulto, ensayada en presencia de 
MgClg 10 mM y NaF 10 mM. El control se ensayô en presencia de una 
allcuota de 25 /il que sôlo contenla tarnpôn de homogeneizaciôn.
Los resultados pueden verse en la tabla 51. Segûn estos datos 
la mayor actividad inhibidora se da en el huevo y en el adulto, 
apareciendo muy pequehas cantidades en el adulto farato.
TABLA 50 :Efecto del inhibidor endôgeno sobre la actividad de la 
adenilato ciclasa.
-INHIBIDOR 4-INHIBIDOR ( 50 u 1 )
ADENILATO CICLASA DE FRACCION 
PARTICULADA
MgClg 10 mM + MaCl^ 1 mM + NaF 10 mM 1 535 693
(pmol cAMP/min/mg de protelna)
ADENILATO CICLASA SOLUBLE 
Pico 0.1 M NaCl DEAE-celulosa
MnClg 1 mM 67 41
(pmol cAMP/lO min/25 /il
La potencialidad reguladora de este tipo de sustancias 
ha de jugar un papel decisive en las actividades enzimâticas "in
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vivo", sin dejar de tener presente la posible influencia, mâs o 
menos accidental, sobre las determinaciones "in vitro".
TABLA 51 : Presencia del inhibidor endôgeno a lo largo del desarrollo 
del diptero Ceratitis capitata. La actividad inhibido- 
ra se ensayô sobre la adenilato ciclasa de fracciôn 
particulada en presaicia de MgCl_ 10 mM y NaP 10 mM.
Se toma una allcuota de 25 fil del inhibidor présente 
en el sobrenadante de 37 000 g después de calentar el 
homogeneizado a ebulliciôn 10 min.
EST AD 10 •%INHIBICION (25 /ul) mq protein a/2 5 ni
CONTROL 0 -
HUEVO 57 0.063
LARVA 3 DIAS 33 0.165
LARVA 5 DIAS 29 0.115
LARVA 7 DIAS 35 0.144
AP0LISI3 22 0.213
ADULTO PARATO 3 DIAS 9 0.269
ADULTO FARATO 5 DIAS 9 0.378
ADULTO FARATO 7 DIAS 18 0.350
ADULTO 1 DIA 53 0.195
Por ûltimo hay que sehalar que sustancias inhibidoras 
posiblemente relacionadas con ésta han sido descritas en otros 
sistemas biolôgicos. Una revisiôn sobre este particular puede 
encontrarse en (489).
4.- C0NCLUSI0NE3
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El presente trabajo se ha centrado en el estudio de las 
enzimas que biosintetizan los nucleotidos clclicos en el diptero 
Ceratitis capitata, haciendo especial hincapié en la caracteriza- 
ciôn de la adenilato ciclasa présente en la cabeza del insecto 
adulto.
La puesta a punto de los métodos radioenzimâticos nece- 
sario para la determinaciôn de las actividades de guanilato y ade 
nilato ciclasas, asi como de otras enzimas directa o indirectamen 
te implicadas en el métabolisme de los nucleotidos clclicos, ha 
constituido una parte'esencial de este trabajo. Actualmente se 
dispone de un método muy sensible y preciso que permite cuantifi- 
car los niveles de actividad de las nucleotido-clclico ciclasas 
en el orden de pmol de nucleotido clclico/min/mg de protelna, 
con un error de ^ 5%.
La actividad de adenilato ciclasa tanto del adulto fa­
rato como de la cabeza del adulto,se encuentra asociada a la frac 
ciôn particulada, no detectândose actividad alguna en la fracciôn 
soluble, El proceso de purificaciôn de la fracciôn particulada me 
diante centrifugaciôn en gradiente de sacarosa ha permitido obte 
ner una preparaciôn aitamente enriquecida en adenilato ciclasa, 
con la que se han realizado los ensayos enzimâticos que en la me 
moria se exponen.
La adenilato ciclasa del insecto necesita como cofactor
imprescindible para la catâlisis, un métal divalente, que puede ser
Mn^^, Mg^^ o Co^^. El orden de actividad en presencia de estos me
taies es Mn^^ > Mg^^ > Co^^, siendo las concentraciones ôptimas
1 mM, 10 mM y 1 mM respectivamente. Estas concentraciones son muy
superiores a las que cabria esperar como necesarias para la forma
2+
ciôn del complejo que ha de actuar como sustrato. Me -ATP, por 
lo que se postula la presencia de un segundo sitio de uniôn para
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los metales, distinto del centro catalitico.
El Ca^^ actua como un inhibidor de la adenilato ciclasa,
siendo mayor la inhibiciôn en presencia de que de Mn^^, por
lo que se postula que el orden de afinidad por los metales en ese 
hipotético sitio alostérico de uniôn, ha de ser > Ca^^ > Mg^^
El F es el activador mâs potente que se conoce para la
adenilato ciclasa, siendo su efecto mâs marcado en presencia de 
2+ 2+
Mg que de Mn . La presencia conjunta de ambos metales produce 
un efecto sinérgico con el F , consiguiendose de esta forma la aç 
tividad mâxima.
2-  2-  -
Los aniones MoO^ , WO^ y VO^ son capaces de acti-
var la enzima por un mecanismo posiblemente similar al del F . Sin
embargo, el molibdato estimula mâs la adenilato ciclasa en presen 
2+
cia de Mn . Tanto el molibdato como el vanadato consi^en la ac­
tivaciôn mâxima a concentraciones inferiores a las que activa el 
F~.
El aniôn incrementa la actividad de la adenilato ci
clasa en las preparaciones de adulto farato, pero no tiene efecto
en las de cabeza de adulto.
La adenosina a concentraciones del orden de micromolar 
se comporta como un inhibidor de la adenilato ciclasa, siendo su 
efecto mâs marcado en presencia de Mn^^. El porcentaje de inhibi 
ciôn es mayor cuanto mâs activada esté la enzima. El AMP, ADP y 
la 2'-desoxiadenosina mimetizan su acciôn. La inhibiciôn posible 
mente se realiza via sitio "P".
El GTP activa la adenilato ciclasa de las preparaciones
de cabeza de adulto pero inhibe la enzima en las de adulto farato. 
La activaciôn se produce exclusivamente en presencia de Mg^^. El 
GppNHp es mucho mâs potente como activador que el propio GTP, por
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lo que el efecto activador ha de producirse por un mecanismo dis 
tinto a la fosforiiaciôn. El efecto del GppNHp es mayor en pre­
sencia de Co^^ o que en presencia de Mn^^. El aumento de la
concentraciôn de Mg^^ en el medio de incubaciôn disminuye la po­
tencia activadora del GTP y GppNHp, por lo que se supone que la 
uniôn de ambos nucleotidos a un componente regulador ha de ha- 
cerse en ausencia de cationes metâlicos.
La octopamina, adrenalina, noradrenalina y tiramina aç 
tivan la adenilato ciclasa en presencia de GTP sin que se obser­
ve efecto alguno de la dopamina, serotonina, feniletilamina e 
isoproterenol. No se aprecian efectos aditivos entre los distin­
tos activadores por lo que se supone que actûan a través del mis 
mo receptor. En presencia de GppNHp se ha observado un efecto es 
timulador de la dopamina y serotonina por lo que no se descarta 
la posibilidad de que aparté de receptores octopaminérgicos pue­
dan encontrarse en el insecto receptores serotonérgico y dopami- 
nérgicos.
El efecto de la octopamina se bloquea en presencia de 
fentolamina y en menor medida en presencia de propanolol. La in 
hibiciôn producida por la ciproheptadina y la clorpromacina no 
parece ser especifica para los receptores octopaminérgicos.
Los estudios de desactivaciôn térmica de la adenilato 
ciclasa demuestran que la presencia de cationes divalentes en 
el medio de incubaciôn contribuye a la pérdida de actividad. El 
GppNHp y en menor medida el F ejercen un efecto protector en 
contra de esta desactivaciôn.
El tratamiento de los preparados de membrana con tri£ 
sina conlleva una pérdida de actividad de adenilato ciclasa, lo 
que indica que el componente catalitico debe estar situado en 
una posiciôn accesible para la tripsina , en tanto que el compo
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nente regulador présenta una considerable resistencia a la hidr6 
lisis trlptica.
El tratamiento con fosfolipasa de los preparados de 
membrana indica que la estructura lipidica es esencial para la 
actividad enzimâtica de la adenilato ciclasa ya que la actividad 
de ésta se pierde después de la hidrôlisis de los fosfollpidos 
de la membrana. El acoplamiento entre el receptor hormonal y el 
componente catalitico se pierde, sin que se vea afectado el aco­
plamiento entre el componente catalitico y el componente regula­
dor.
Del conjunto de datos presentados se deduce que la re- 
gulaciôn de la adenilato ciclasa del diptero Ceratitis capitata 
es en rauchos aspectos similar a la de mamiferos, con lo que se 
establece un. nuevo eslabôn dentro del desarrollo évolutive de 
los mécanismes de regulaciôn de esta enzima.
tu
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